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12. The vector of Claim 6 wherein the vector is a eucaryotic 

vector. 

13. The vector of Claim 6 wherein the vector is a viral vector. 

5 

14. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
Seq ID. 1. 

15. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
10 Seq ID. 2. 

16. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
Seq ID. 3. 

15 17. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 

Seq ID. 4. 

1 8 . The vector of Claim 6 wherein the vector is a probe. 

20 19. A method of treating conditions in humans caused by rapidly 

dividing cells, comprising administration of a spumavirus isolated from 
humans. 

20. A method of gene therapy, comprising administration of a 
25 spumavirus containing novel genes to a human. 
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CLAIMS 

What is claimed: 

1. An isolated spumavirus cross-reactive with SFV-3 
5 antibodies. 

2. The spumavirus of Claim 1. wherein the spumavirus is 
isolated from a human. 

10 3. The spumavirus of Claim 1, wherein the spumavirus is 

capable of infecting humans. 

4. The spumavirus of Claim 1. wherein the spumavirus is not 
readily transmitted from human to human. 

15 

5. The spumavirus of Claim 1. the spumavirus having ATCC 
Deposit Nos. . 

6. A vector comprising a sequence from an isolated spumavirus 
20 cross-reactive with SFV-3 antibodies. 

7. The spumavirus of Claim 6. wherein the spumavirus is 
isolated from a human. 

25 8. The spumavirus of Claim 6, wherein the spumavirus is 

capable of infecting humans. 

9. The spumavirus of Claim 6. wherein the spumavirus is not 
readily transmitted from human to human. 



30 



10. The spumavirus of Claim 6 having ATCC Deposit Nos. 



1 1 . The vector of Claim 6 wherein the vector is a procaryotic 

35 vector. 
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GTAGTACATA CTTGTAGAAG GCATTACATG AGATGTTTGT CTGCCCTTCC TAGCAATGGA 162 0 

GAACCTCTCA AACCTAGAGT CCGGGCTAAT CCTGTCCGAA GATATCGAGA GAAGCAAGAG 16 8 0 

TTCGTTGCGA CTAGGCGTAA ACGCTCCAGA TGGGGTGTGG CCCCTAGCGC AGACTCCCAT 174 0 

ACTTCCAGTG GTGACGCCAT GGCCCTTATG CCAGGACCAT GCGGCCCCTT CGGTATGGAC 18 00 

AC7CCTGGTT GCTTACTGGA AGGGATACAA GGATCAGGGC CTGGAACCTC CGAAATGGCT 18 60 

GTGGCAATGT CAGGAGGACC TTTCTGGGAA GAAGTGTACC GGGACTCAAT TCCTGGTGCC 1920 

CCCACTGGGT CTAGTGAAAA TTAGGCTTTA TCAAAATCTA ACTGTTGTAA ATGTTTGTGG 19 8 0 

ATCTGTTGAC CCATGGGAAA ATGAGAATCC CACTAGAGGT CGCAGAGGGC CTATGCATAG 2 04 0 

ATATGATTGT AGAATTGCTT GTGATCCAAG CTATTGCTTT AAGGCTATTT GGGAAGGAAA 2100 

CTTTTGGGAC AAAAAAAAAA GGATCAGGCA TGCTGGCTAG TTCATCTGAA AGAAGGACAT 2160 

AAATTTGGTG CAGATGAGTT ATCTTCTGGG GATCTTAAAA TATTAGCAGA ATCTAGACCT 2 22 0 

TATCCATATG GATCTATTGG TCATTGTGCT ATGCTTCAAT A.TGCAGTACA AGTTAAAATG 2 2 80 

AGAGTTGATA GAGCTCCTTT GACCTCAAAG GTGAGAGCTA TTAAAGCTTT GCACTATCAT 2 3 40 

CGCTGGAATA TTTGTCAGCT GGAAAATCCT GGCATAGGAG AAGGATTCAG TCCCTCTGGT 2 4 00 

AAT AC AC A 2 4 0 8 
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TGTCACTGCT GAAAAGGTAA AGGAACCATA TATTCAAGTG TCAGCTTTAA AAAATGGAAG 54 0 



'"TATTTGGTT CTAACCAGTA GAACAGATTG CTCAATACCA GCATATGTTC CCAGCATTGT 600 



AACTGTGAAC GAAACAGTTA AGTGTTTTGG GGTTGAGTTT CATAAACCAC TATA C T C AG A 66 C 



AAGTAAAGTC AGCTTTGAAC CACAAGTTCC ACATCTGAAA CTACGCTTGC CACATCTGGT 72 0 



TGGGATTATT GCAAGTCTTC AAAATTTGGA AATTGAAGTA ACMAGCACCC AAGAGAGTAT 7 8 



"■XAAGATCAG ATTGAAAGAG TTCAATCACA GCTTCTTCGG CTGGACATTC ACGAGGGAGA 3 4 



CTTTCCTGCT TGGATTCAAC AACTTGCTTC TGCAACCAAG GACGTCTGGC CTGCAGCTGC 900 



'AAAGCTCTT CAAGGCATAG GTAACTTTTT A.T C T AA TACT GCCCAGGGAA T ATT TGGAAC 96' 



n GCTGTAAGT ATTCTATCCT ATGCCAAGCC TATTCTTATA GGAATAGGTG TTATACTTTT 102 



GATTGCATTC TTGTTTAAGA TTGTATCATG GCTTCCTGGG AAGAAGAAAA AGAACTAGGA 108C 



CATCTGCATC TTCCAGAAGA CGATCCTCTG CCCAATTTAG ATGTGCTCCT GGGTCTTGAT 114 0 



CATATGGAAT CCAATGAAGG ACCTGATCAA AATCCAGGAG CTGAAAAGAT CTACATTCAA 12 00 



CTCCAAGCAG TCCCAGGGGA AGCCTCAGAG AAAACTTACA AATTTGGATA TGAAGACAAA 12 60 



GAG GC AC AAA ATCCTGACTT AAAAA T G AG A AATTGGGTTC CTAACCCCGA CAAAATGAGT 13 2 0 



AAGTGGGCCT GTGCAAGGCT TATTCTTTGT GGACTTTATA ATGCAAAAAA GGCTGGAGAA 13 8 1 



CTCTTGGCTA T G G AC T AT AA TGTTCAATGG GAACAATCAA AAGAAGACCC AGGATACTT? 144 0 



GAAGTGGAAT ATCACTGTAA AATGTGCATG ACTGTTATTC ATGAACCTAT GCCTATCCAA 15 0 0 



T AT G A.T G AA A AAACTGGATT ATGGCTAAAA ATGGGTCCCC TTAGGGGAGA TATAGGATCT 15 6' 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 2408 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(n) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(lv) ANTI-SENSE: NO 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 



AAGGGGATGT TGAGCAATCC AACATGTGCA TACCCACTTG AATCATCTTA AAACCATGTT 6 0 

ACTAATGAGG AAGATTGACT GGACTTTTAT TAAGAGTGAT TGGATTAAAG AACAACTTCA 12 0 

GAAAACTGAA GATGAAATGA AG ATT ATT AG AAGAACAGCT AAAAGTTTAG TATATTATGT 180 

GACTCAAACA TCATCTTCCA CTACAGCAAC ATCATGGGAA ATTGGAATTT ATTATGAAAT 2 40 

AACTATACCA AAACATATTT ATTTGAATAA TTGGCAAGTT GTTAACATAG GTCATCTGAT 3 00 

TGAGTCAGCT GGTCATTTGA CCTTAATAAG GGTTAAACAT CCTTATGAAG ACTTTAATAA 3 60 

AGAATGCACA TATGAACAAT ATTTACATCT TGAAGACTGC ATATCTCAGG ATTATGTGAT 42C 

TTGTGACACG GTACAAATAT TGTCACCATG TGGAAACTCA ACAGTAACCA GTGAGTGCCC 480 
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TTAGTTTCAC TTTAAGTTAA GTTAGGAATA AGTTCCATAT AATCCTAAGG GAGTATGTGG 5 00 



ACCTTCTTGT TAGGAAATAG TTTAAGATAG TCCACAGCTC CCTTCTTTTT GAGTTCTAGT 6 60 



CTTTGTTAAG TTTGTTGGCT CATACAGATA AAGTGCTCAT TAAACAGGAA ACCGCAACCG 72 0 



GGTAAAGGTT AGCACAGTAA ATTAAGCTAG CAGTTACTCA AGAGCCCGGT AAGCATTCAA 7 30 



GTAGTTCGAA TCCCTTTAAT GCTGACGGAT TGCTCTTTAG TGAGGTGATG TAATCTGTTT 840 



GTTACAGTTC GAACAAACAT TTAGCAATTT CCTTTGCTTT TGGAGTTCGA GCCTTGTACT 



TATACTTTGA GCATATGTAT TGTAACACCT AAGTATGGAA AAATCTCCAA G7ATGAGTCA 102 0 



CGAGATGCTT GGCTCACTGC GTTGGACGAC TGGAAAGAAG CTTCAACAGT CGGGACAGCA 10 8 0 



T C T C G AA G AA GGCCTCCGGA ATGAAAGAGT GAAAAATGAA GTCTCCTCAT TCAGAGAGCC 114 0 



TTCTTTTAGA ATTTCAGGCA GAATAGAGTT TCCAATAGAA TAAACTTTTG TATTAGCAGA 12 0 0 



TAGATAGGAT ATATAATCTC TGCTTTAGAT TGTACGGGAG CTCACCACTA CTCGCTGCGT 12 6 0 



CGAGAGTGTT CGAGTCTCTC CAGGCTTGGT AAGATATAAA CTTTGGTATT CTCTGTATTC 13 2 0 



TTATGATCCA ATATTACTCT GCTTATAGAT TGTAATGGGC AATGGCAATG CTTTATCAAT 13 80 



GAATGATTTT ATGGTGAATT AAGTTCATAT ATGTTTTAAG AAGTTTAACA A T AAA C C G AC 144 0 



TTAATTCGAG AA C C AG AT T T ATTAGTATTG TCTCTTTCTA TACTTTAAGT AAAGTGAAAG 1500 



*\ f " <^ r > "ti r~-i * r-^i r»-h 7* r~* /~* r*-t r-^i , — t — r~ - m ^ -h ^ - , — ■ * f-r\ ~> , — * > * r+- - — i -ri f-h ■» » m A rri r-^i ^ ^ £~ 



.TCTAAA 15 5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1567 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
dii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 



TTCCCAATAA ACATCATCCT GGGTGGACTA GACATCTTAC TAAATTCAAG ATATCTAGAT 6 0 

TCTCCACTCC TGCTGATGTC CAGAAAATTG TGGATGAGCT TCTCCCTAGA GGAGCAAGCA 12 0 

TTGTAATGCC TGATGGAACA AAGTATCCAA GTACCAGAAA AGTGCACTTA GTCAATGAAG 180 

GAACCCTTGT AGAATACCAA GCCAAATGTA AGGAGATAGA GGAAAAGTAC GGAGGATGCT 240 

TTTCTACAGA TAGTGATGAT GACAGTGATG ATTACTCTGA GGATACTCCA GAAACTGAAA 3 00 

CCACTGATGT GGAATAGAGT ACAGTGTTAA GGATTCACAT AATCTGCCTA GCAACTGCTT 36C 

ATGCTTAAGA ATGAATCAGT ATATTGTTTA GGAATAAGTT ATAGTTTATA AGAAGTTAAT 42 0 

CCTTAGGGAG TATTTGGTGG AAATGACTGA GTGACATGAA GTTTATTCAC CATACTCTCA 480 

ATAGGAGCCA CTAGTTGAGC CTCTGCGTTC AAATCCATGC T C A G C T T AA G TGACTCCCTT 540 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 423 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(in MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(in) HYPOTHETICAL: NO 
(iv) ANTI-SENSE: NO 



(xi ) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 



PCT/US98/02598 



AAG GACAATAT 



f ~» 



AGGTTTT CCAAAACAAT ATCAATATGA ACTCAATGAA 



GGACAAGTTA TAGTAACTCG TCCTAATGGA CAAAGAATTA TTCCTCCAAA A C C AG AC AG G 



CCTCAAATTA TTTTGCAAGC ACATAATATT G C AC ATA C AG GAAGAGATTC AACCTTTCTT 



AAGGTCTCTT CCAAGTATTG GTGGCCAAAT CTTAGAAAGG ATGTGGTTAA AGTTATCAGA 24 0 



CAATGTAAGC AATGTCTGGT CAC AAATGCA GCTACCTTAG CTGCGCCTCC AATACTGAGG 30 0 



CCTGAAAGAC CTGTAAAGCC TTTTGATAAA TTTTTTGTTG ACTATATTGG CCCTTTACCC 350 



TAATA GGTACTTACA TGTCCTTGTA G TAGT CG AT G GTATGACTGG ATTTGTATGG 42 0 



423 
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(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: I: 



TTACTACAAG GACAATATCC AAAAGGTTTT CCAAAACAAT ATCAATATGA ACTTAATGAA GO 

GGACAAGTTA TAGTAACTCG TCCTAATGGA CAAAGAATTA TTCCTCCAAA ATCAGACAGG 12 0 

CCTCAAATTA TTTTGCAAGC ACATAATATT GCACATACAG GAAGAGATTC AACCTTTCTT 180 

AAGGTCTCTT CCAAGTATTG GTGGCCAAAT CTTAGAAAGG ATGTGGTTAA AGTTATCAGA 2 40 

CAATGTAAGC AATGTCTGGT CACAAATGCA GCTACCTTAG CTGCGCCTCC AATACTGAGG 3 00 

CCTGAAAGAC CTGTAAAGCC TTTTGATAAA TTTTTTGTTG ACTATATTGG CCCTTTACCC 36 0 

CCTTCTAATG GGTACTTACA TGTCCTTGTA GTAGTCGATG GTATGACTGG A.TTTGTATGG 42 0 

TTA 4 2 3 
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SEQUENCE LISTING 



( 1 ) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME; Centers for Disease Control 

(B) STREET: 1600 Clifton Road 

(C) CITY: Atlanta 

(D) STATE: Georgia 
<E) COUNTRY: USA 

(F) POSTAL CODE (ZIP): 30033 

(G) TELEPHONE: 404-639-1024 

(H) TELEFAX: 404-639-1174 

(ii) TITLE OF INVENTION: New Retrovirus Isolated from Humans 
(in) NUMBER OF SEQUENCES: 4 

(lv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPO) 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 423 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
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At day 5, amp-reverse transcriptase testing showed a slightly 
positive signal in the canine thymocyte culture. The amp-reverse 
transcriptase activity increased over time. (See Figure 2). 

The activity in control COTh cells that were treated as above, except 
for exposure to normal PBLs instead of infected PBLs, was shown by the 
lower line that overlaps the baseline. There was no amp-reverse 
transcriptase activity inherently in these COTh cells, providing evidence that 
there was no contamination by a retrovirus or spumavirus by the tissue 
culture cells. 

Example 7 

At the peak of amp-reverse transcriptase activity as described in 
Example 5, cell-free supernatants were transferred to fresh Cf2Th growing 
at 2 x 1CP cells/mL. At day 4 in the new culture, cytopathic effects and 
syncytia was observed. Transmission electron microscopy showed viral 
particles in and around the cells (See Figure 1). Viral particles were isolated 
from these cultures and were stored at the Centers for Disease Control and 
will be deposited at the ATCC. 

The Cf2Th cells were obtained from the in-house cell culture facility 
of the Centers for Disease Control, but these cells can also be obtained from 
the American Type Culture Collection (Rockville, MD). See Mergia et ai.. 
et al., "Cell tropism of the simian foamy virus type 1 (SFV-1)." J. Med. 
Pnmatol. 1996:25:2-7, for use of these cells. 

Having thus described the invention, numerous changes and 
modifications thereof will be readily apparent to those having ordinary skill 
in the art, without departing from the spirit or scope of the invention. 
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Example 4 

Western Blot Analysis 

The sera from the three cases was analyzed by western blot analysis 
against whole cell lysates from Cf2Th cells infected by cell free supernatants 
from Cf2Th cells infected by a Case's PBLs. As shown in Figure 3, Case 
A, Case B and Case C all show the characteristic gag proteins associated 
with the spumavirus. It is interesting to note that in Case B, Case B 
converted from negative to positive between 1967 and 1978. In addition, 
spouses of two of the Cases were negative. 



Example 5 

Simian Foamy Virus Isolation 

Peripheral blood lymphocytes (PBLs) were isolated from Cases A. 
B and C and were cultured with IL-2 tor 48 hours, in RPI media with 10% 

15 fetal Calf serum, and penn-strep antibiotics. After 48 hours, the PBLs were 

added to the Cf2Th cells and co-cultured for 2-4 weeks. The cells were in 
DMEM supplemented with 2% nonessential amino acids. 20% fetal calf 
serum, and pen-strep antibiotics. 1 mL supernatants were collected from the 
cell cultures every 3 to 4 days and tested for amp-reverse transcriptase. 

20 Procedures for PBL treatment, culturing of Cf2Th cells and amp reverse 

transcriptase activity were procedures known to those in the art. For 
example, see Heneine, W., et al. "Detection of reverse transcriptase by a 
highly sensitive assay in sera from persons infected with HIV-1." (1995). 
J. infectious Diseases, 171:1201-6. 

25 

Example 6 

Because of the positive amp-reverse transcriptase activity from cells 
from Case A, peripheral blood lymphocytes from Case A were cultured with 
IL-2 for 48 hours prior to addition to canine thymocytes CCf2Th). human 

30 lung fibroblasts, and normal human peripheral blood lymphocytes. 

Supernatants were collected every 3 to 4 days and tested for amp-reverse 
transcriptase activity. Each time the 1 mL sample of supernatant was taken 
for amp-reverse transcriptase activity, a 5 mL sample of supernatant was 
taken and frozen at -80 ° C in order to preserve a sample of the virus 

35 producing the amp-reverse transcriptase activity. 
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Example 2 

Case B 

Case B is a research scientist employed for three decades working 
with biologic specimens from non-human primates. Case B rarely reported 
injuries involving non-human primate blood, body fluids, or unfixed tissue, 
but did report an injury in 1970 when an unused needle was stuck through a 
glove that was potentially contaminated with baboon body fluids; and a 
1972 cut inflicted by a broken capillary tube containing chimpanzee blood. 
Case B is in good health. Case B has been in a monogamous sexual 
relationship without use of barrier contraceptives or spermicides for over 20 
years. Case B's spouse is negative for SFV-like infection by both serologic 
and PCR testing. Analysis of two serum specimens from Case B archived 
serially in 1967 were negative; sera archived in 1978 and subsequently were 
consistently seropositive. See Figure 3, lanes 3 and 4 are the 1967 sera, 
lane 5 is sera from 1978, lane 6 is sera from 1980, lane 7 is sera from 1981. 
The sera of Case B's spouse is shown in lane 10. 

Example 3 

Case C 

Case C is an animal care supervisor who has worked with non- 
human primates for more than 3 decades. Case C recalls multiple minor 
injuries and mucocutaneous exposures to non-human primate blood, body 
fluids, or unfixed tissues. Case C reported a severe baboon bite around 
1980 that required multiple stitches of an arm and hand. Case C is in good 
health except for type II diabetes mellitus. Case C has been in a 
monogamous sexual relationship for nearly three decades, during which 
barrier methods of contraception have not been employed and spermicides 
were used for no more than a 6 month period. Case C's spouse is negative 
for SFV-like infection by both serologic and PCR testing. Retrospective 
analysis of sera archived from Case C in 1988 showed the sera to have 
antibodies to SFV. See Figure 3, lane 8 is Case C's sera from 1988, and 
lane 1 1 is sera from the spouse of Case C. 



spumavirus from persons exposed to nonhuman primates. The virus does 
not appear to cause disease and does not appear not transmitted to close 
household contacts or sexual contacts. This belief is supported by the 
epidemiology data, the PCR and sequencing data and the serology data. 

The isolate from Case A, SFVHu-1, was deposited with the ATCC 
under the Budapest Treaty on February 5. 1998. and was assigned ATCC 
no. . 

The present invention is further described by the examples which 
follow. Such examples, however, are not to be construed as limiting in any 
way either the spirit or scope of the present invention. In the examples, all 
parts are parts by weight unless stated otherwise. 

Example 1 

Case A 

Case A has intermittently been employed as a caretaker for non- 
human primates for twenty years between 1961 and 1997. Case A recalled 
multiple minor injuries and mucocutaneous exposures to non-human primate 
blood, body fluids, or fresh tissue. In addition. Case A was twice bitten by 
African green monkeys in the 1960s or early 70s. These injuries were 
severe enough to require 7-10 stitches each. Case A is single and in good 
health. No sera collected from Case A prior to 1995 or from sexual partners 
are currently available for testing. Retrospective analysis of sera archived 
from Case A in 1995 showed the sera to have antibodies to SFV. (See 
Figure 3, lane 2). 

The western blot of Figure 3 shows whole cell lysate from Cf2Th 
cells infected with the spumavirus of the present invention tested in each 
individual lane with different antisera. In Figure 3, particular viral proteins 
that show infection are the proteins with molecular weight of approximately 
70-80 Daltons (p70 gag protein ) and the proteins at approximately 130-140 
Daltons (an envelope protein). The western blot of Figure 3 shows whole 
cell lysate from Cf2Th cells infected with the spumavirus of the present 
invention. These proteins are not detectable in the western blot of Figure 3 
by normal sera, (lane 1 ) but are detectable by antisera from Case A. 
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and are caused in part by the rapid growth of blood vessels. Another such 
condition is cancer or tumor growth. Cancer or tumors include both solid 
tumors and other types. Infection with the virus of the present invention, 
which causes no disease and does not effect the host systemically, is an 
5 improvement over currently known treatments that involved systemically 

administered agents. Such chemotherapeutic agents kill rapidly dividing 
cells but also cause trauma to the entire person. The dosages of such 
chemotherapeutic agents must be titered between killing the cancer and 
killing the patient. 

10 In contrast, treatments of cancer with the present invention are not as 

harmful to the patient. The virus can either be administered systemically or 
injected in situ into the tumor. The virus will only replicate in rapidly 
dividing cells and will not effect cells that are not dividing. The infected 
cells are killed and tumor growth is stopped. The virus may be administered 

15 in one treatment or in a series of treatments. 

The SFVHu-1 of the present invention can be recombinantly 
modified to be selective for cellular receptors on the tumor to make the virus 
even more specifically targeted to just those cells. Additionally, the virus 
may have altered promoter regions that can be selectively activated to cause a 

20 productive infection. The combination of different levels of control of the 

virus, both natural and recombinantly produced, are contemplated in the 
present invention. A virus could be made specific for attachment to only 
certain types of cellular receptors, for those cells that are dividing, and will 
only undergo replication if another exogenous promoter factor is present. 

25 Viral infection by two or more individually defective viruses, that require 

factors or promoters supplied by other foamy viruses or any type of virus, 
could provide for many levels of control of infection or treatment of specific 
conditions. 

The virus may be administered to the host, for cancer treatment. 
30 gene therapy or vaccination by any methods known to those skilled in the 

art. Such methods include but are not limited to injection, inhalation, 
ingestion, topical administration and implantation. The virus may be killed 
or live, depending on the treatment considered. 

The inventors of the present invention believe that the viruses of the 
35 present invention, comprising the isolates from Cases A, B. and C, and 

particularly Case A, are the first definitive isolation of an SFV-3-like 
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of the cancer cell marker is incorporated into the foamy virus RNA and after 
infection with the virus, the expressed gene product stimulates the immune 
system. The patient's immune system is used to remove the cancerous 
cells, obviating the need for chemotherapeutic methods. 

The antibodies of the present invention can be used to detect the 
presence of the virus or viral particles of the present invention. These 
antibodies can be used in diagnostic or screening kits to assess the present 
of the virus. Additionally, the antibodies can be used to screen organs from 
nonhuman primates that may be used in humans. Detection of the presence 
of a virus that is transmitted from nonhuman primates to humans would be 
crucial in providing virus-free organs for transplantation. 

The virus of the present invention can be used for the treatment of 
conditions due to the presence of rapidly dividing cells. In a host, the ability 
of SFVHu-1 to productively infect dividing cells provides an excellent 
treatment for conditions due to the presence of rapidly dividing cells. For 
example, a person with disease due to rapidly dividing cells, including but 
limited to cancer or any known angiogenic condition, could be infected with 
SFVHu-1. Such virus may or may not carry other, exogenous genes for 
other effects in the host. Because SFVHu-1 does not cause disease in the 
host and there is no transmission of the virus to contacts with the host, only 
the person with the condition due to rapidly dividing cells will be treated. In 
addition, only the rapidly dividing cells of that host person will be 
productively infected by SFVHu-1. Other cells in the body may be infected 
but will not be killed because the infection in nondividing cells is not 
productive. The virus will productively infect the rapidly dividing cells and 
kill them. For example, a person with a fast growing tumor would be 
infected with SFVHu-1 and the cells of the tumor would be destroyed by the 
virus. Additionally, the virus may be given to a person prior to the person 
developing a condition caused by dividing cells, and when the cells begin 
dividing, the virus would then undergo a productive infection and kill the 
cells. This therapy may halt or inhibit such conditions as leukemia or 
angiogenesis dependent diseases such as macular degeneration. 

Such treatment with SFVHu-1 could be used for any condition in 
which rapidly dividing cells provide an aspect of the pathology of the 
condition. One such condition is the presence of uncontrolled angiogenesis 
within the body. Angiogenesis dependent diseases are well known in the an 
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defect. Instead of being defective, the gene have been deleted, thus 
replacement therapy would provide a copy of the gene for use by the cell. 
The administered normal genes can either insert into a chromosome or may 
be present as extracellular DNA and can be used to produce normal RNA, 
leading to production of the normal gene product. In this fashion gene 
defects and deficiencies in the production of a gene product may be 
corrected. Still further gene therapy has the potential to augment the 
normal genetic complement of a cell. For example, it has been proposed 
that one way to combat HIV is to introduce into an infected person's T cells 
a gene that makes the cells resistant to HIV infection. This form of gene 
therapy is sometimes called "intracellular immunization." Genetic material 
such as a polynucleotide sequence may be administered to a mammal in a 
viral vector to elicit an immune response against the gene product of the 
administered nucleic acid sequence. Such gene vaccines elicit an immune 
response in the following manner. First, the viral vector containing the 
nucleic acid sequence is administered to a human or animal. Next, the 
administered sequence is expressed to form a gene product within the 
human or animal. The gene product inside the human or animal is 
recognized as foreign material and the immune system of the human or 
animal mounts an immunological response against the gene product. The 
virus of the present invention may be used as a viral vector to provide the 
foreign nucleic acid sequences to the intracellular metabolic processes. 

Additionally, gene therapy may be used as a method of delivering 
drugs in vivo. For example, if genes that code for therapeutic compounds 
can be delivered to endothelial cells, the gene products would have 
facilitated access to the blood stream. Additionally, cells could be infected 
with a retroviral vector such as the present invention carrying nucleic acid 
sequences coding for pharmaceutical agents that prevent infection from 
occurring in the retrovirally infected cells. 

The novel spumavirus of the present invention can also be used a 
safe and effective vaccine agent. Genetic sequences for immunogenic 
proteins from a variety of infectious agents can be incorporated into the 
foamy virus RNA. Once inside a cell, the gene product is expressed and 
releases the immunizing peptide to the body's immune system. In another 
method, the virus of the present invention can be used to immunize the body 
against cell markers found on cancer or tumor cells. The genetic sequence 
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the presence of this and related viruses for xenotransplantation. In addition, 
the novel spumavirus of the present invention can be used as a reagent in 
pathogenicity studies of these and related viruses. Moreover, the sequences 
of the novel spumavirus of the present invention can be used as probes to 
detect virus in biological samples. Vectors include but are not limited to 
procaryotic, eucaryotic and viral vectors. 

Many new and potentially useful technologies are being developed 
which use viral vectors and may form the basis of future medical cures and 
therapies. Examples of such technologies include, but are not limited to. 
gene replacement, antisense gene therapy, in situ drug delivery, treatment 
of cancer or infectious agents, and vaccine therapy. However, to be 
successful, these technologies require an effective means for the delivery of 
the genetic information across cellular membranes. 

The recent advent of technology, and advances in the understanding 
of the structure and function of many genes makes it possible to selectively 
turn off or modify the activity of a given gene. Alteration of gene activity 
can be accomplished many ways. For example, oligonucleotides that are 
complementary to certain gene messages or viral sequences, known as 
"antisense" compounds, have been shown to have an inhibitory effect 
against viruses. By creating an antisense compound that hybridizes with the 
targeted RNA message of ceils or viruses the translation of the messaee into 
protein can be interrupted or prevented. In this fashion gene activity can be 
modulated. 

The ability to deactivate specific genes provides great therapeutic 
benefits. For example, it is theoretically possible to fight viral diseases with 
antisense molecules that seek out and destroy viral gene products. In tissue 
culture, antisense oligonucleotides have inhibited infections by herpes- 
viruses, influenza viruses and the human immunodeficiency virus that 
causes AIDS. It may also be possible to target antisense oligonucleotides 
against mutated oncogenes. Antisense technology also holds the potential 
for regulating growth and development. However, in order for the gene 
therapy to work, antisense sequences must be delivered across cellular 
plasma membranes to the cytosol. 

Gene activity is also modified using sense DNA in a technique 
known as gene therapy. Defective genes are replaced or supplemented by 
the administration of "■good" or normal genes that are not subject to the 
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prevent replication of SFVHu-1 in humans. Surprisingly, the inventors 
have found that SFVHu- 1 has a high rate of replication in the human host. 
The virus is found in the peripheral blood lymphocytes (PBL) of the host 
and is cultured from such cells in tissue culture systems. Reverse 
transcriptase activity has been found in the PBLs and plasma of the infected 
host. Viral RNA of SFVHu- 1 has been shown by viral RT-PCR in both 
PBLs and plasma of the infected host. No other foamy virus has shown 
this activity. The literature has reported that there has been no identification 
of foamy viral replication in humans, until now, with the present invention, 
no such replication has been shown. 

Virus isolation was attempted by co-culturing the PBLs (peripheral 
blood lymphocytes) of Case A with Cf2Th canine thymocytes, a cell line 
known to be permissive for spumavirus infection. See Mergia A, et al., 
"Cell tropism of simian foamy virus type 1 (SFV-I)," J. Med. Primatol. 
1996:25:2-7. Reverse transcriptase activity was detected in co-cultures from 
the cells exposed to Case A PBLs but not from controls. Transfer of 
supernatant from the above cells exposed to Case A's PBLs passed this 
reverse transcriptase activity to uninfected cells, which subsequently 
showed cytopathic effect (CPE). This finding indicated that the infectious 
agent in Case A's PBLs was transmitted to tissue culture cells which were 
used to transfer the infectious agent into other tissue culture cells. 
Additionally, this indicated that the infectious agent reproduced in the Cf2Th 
canine thymocytes. DNA-PCR of infected cells was found to be positive 
for a SFV-like virus. Infected cells showed strong reactivity with all 3 
cases' sera by both immunofluorescent assay and western blot and no 
reactivity with normal sera controls. By electron microscopy, infected 
Cf2Th cells, derived from cell free supernatants from cells infected by 
exposure to infected PBLs, showed a morphology characteristic of foamy 
virus infection (See Figure 1). 

The present invention is directed to compositions and methods 
comprising a new spumavirus, SFVHu- 1. The virus was isolated from 
humans who had worked with nonhuman primates. The new spumavirus, 
or foamy virus, does not appear to cause any disease in the human hosts. 
The new virus of the present invention may be an excellent vector for gene 
therapy and for vaccination purposes. Additionally, the antibodies or other 
detection methods for detecting the new virus may be important in detecting 



The 5' sequenced region of SFVHu-1, shown in Seq ID 3, 
comprises the LTR (Long Terminal Repeat). In foamy viruses, the LTR 
aids in the replication of the virus. The LTR is transactivated by a virus- 
specific protein, and unlike related retrovirus, HIV (Human 
Immunodeficiency Virus), no human cellular transcription factors activate 
the virus. LTRs in retroviruses like HIV have conserved consensus 
sequences for cellular transcription factors. 

According to sequence homology, SFVHu-1 Seq ID 3 LTR are 
stable. There has not been significant change in the sequence even after 
long passage in a human host. For gene therapy uses, this stability is very 
important. It also appears that the internal promoter, found in the 3' 
sequence, Seq ID 4. is also conserved. Thus, the transcriptionally 
important regions of SFVHu-1 are stable. This indicates that the virus is not 
acquiring human sequences that would cause it to possibly become virulent 
or at least cause disease in humans due to introduced mutations. SFVHu-1, 
because of this stability, is an excellent vector, vaccine or gene therapy agent 
for humans. This stability is surprising is light of the high instability of the 
LTR of the virus known as HFV, Human Foamy Virus. HFV was derived 
from a nasocarcinoma and is now believed not to be a human foamy virus, 
but a chimpanzee virus. The HFV LTR is unstable and has lots of 
deletions, thus making it an undesirable vector. 

The foamy viruses are unique in that at the 3' end of the env gene 
there is an internal promoter, IP. ORF 1 codes for a transactivator protein, 
TAF. TAF activates IP. Once the virus infects the cell, a little TAF is 
made, this TAF activates the internal promoter IP, which then causes the 
virus to make lots of TAF. Once sufficient quantity of TAF is made, the 
TAF functions to initiate the promoter found in the 5' LTR. 

ORF 2 has presently unknown function, though it is theorized that it 
is necessary for replication of the virus in vivo. Without all of ORF 2 
present, the virus will replicate in vitro, but the existing paradigm, prior to 
the present invention, was that ORF 2 was required for in vivo replication. 
ORF 2 is a putative site for gene insertion. Surprisingly, it has been found 
in Seq. ID 4, that ORF 2 of SFVHu-1 has multiple stop codons that prevent 
its translation. SFVHu-1 has a 5 base insertion and a point mutation that 
prevent accurate translation of ORF 2. According to the existing theory for 
loamy virus replication in vitro discussed above, these mutation should 
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I 301 CTAACCCCGA CAAAATGAGT AAGTGGGCCT GTGCAAGGCT TATTCTTTGT 

1351 GGACTTTATA ATGCAAAAAA GGCTGGAGAA CTCTTG G C T A TGGACTATAA 

1401 TGTTCAATGG GAACAATCAA AAGAAGACCC AGGATACTTT GAAGTGGAAT 

145 1 ATCACTGTAA AATGTGCATG ACTGTTATTC ATGAACCTAT GCCTATCCAA 

1501 TATGATGAAA AAACTGGATT ATGGCTAAAA ATGGGTCCCC TTAGGGGAGA 

1551 TATAGGATCT GTAGTACATA CTTGTAGAAG GCATTACATG AGATGTTTGT 

1601 CTGCCCTTCC TAGCAATGGA G AACCTCTC A AACCTAGAGT CCGGGCTAAT 

15 165 1 CCTGTCCGAA GATATCGAGA GAAGCAAGAG TTCGTTGCGA CTAGGCCTAA 

1701 ACGCTCCAGA TGGGGTGTGG CCCCTAGCGC AGACTCCCAT ACTTCCAGTG 

1 75 I GTGACGCCAT GGCCCTTATG CCAGGACCAT GCGGCCCCTT CGGTATGGAC 

20 

1 80 1 ACTCCTGGTT GCTTACTGGA AGGG ATACAA GGATCAGGGC CTGG AACCTC 

1851 CGAAATGGCT GTGGCAATGT CAGGAGGACC TTTCTGGGAA GAAGTGTACC 

25 1901 GGGACTCAAT TCCTGGTGCC CCCACTGGGT CTAGTGAAAA TTAGGCTTTA 

195 1 TCAAAATCTA ACTGTTGTAA ATGTTTGTGG ATCTGTTGAC CCATGGGAAA 

2001 ATGAGAATCC CACTAGAGGT CGCAGAGGGC CTATGCATAG ATATG ATTGT 

30 

205 1 AGAATTGCTT GTGATCCAAG CTATTGCTTT AAGGCTATTT GGGAAGGAAA 

2101 CTTTTG G G AC A A AA AA AAA A GGATCAGGCA TGCTGGCTAG TTCATCTGAA 

35 2151 AG AAGG ACAT AAATTTGGTG CAGATGAGTT ATCTTCTGGG G ATCTT AAAA 

220 1 TATTAGCAG A ATCTAGACCT T ATCC ATATG GATCTATTGG TCATTGTGCT 

225 1 ATGCTTCAAT ATGCAGTACA AGTTAAAATG AGAGTTGATA GAGCTCCTTT 

40 

2301 GACCTCAAAG GTGAGAGCTA TTAAAGCTTT GC ACTATCAT CGCTGGAATA 

235 1 TTTGTCAGCT GGAAAATCCT GGCATAGGAG AAGGATTC AG TCCCTCTGGT 

45 2401 AATACACA 

Seq. IDs 1-4 can be used for all the molecular biological techniques 
known to those skilled in the art. Such uses include, but are not limited to, 
generation of probes and vectors containing the sequences, antisense 
50 sequences derived from such sequences, and proteins synthesized using the 

sequences. RNA and other nucleic acid derivatives are contemplated by the 
present invention. 
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sequence is identified as Seq. ID 4 and contains 2406 nucleotides. This 
sequence is analogous to SFV-3 bases 8953 to 1 1,356. 

Seq. ID 4 

1 AAGGGGATGT TGAGCAATCC AACATGTGCA TACCCACTTG AATCATCTTA 
5 1 AAACCATGTT ACTAATGAGG AAGATTGACT GGACTTTTAT TAAGAGTGAT 
101 TG G ATT AAAG AACAACTTCA G A AAA CTG AA GATGAAATGA AG ATT ATT AG 
1 5 1 A AG AAC AGCT AAA AGTTTAG TATATTATGT GACTCAAAC A TCATCTTCCA 
201 CTACAGCAAC ATCATGGGAA ATTGGAATTT ATTATGAAAT AACTATACCA 
15 251 AAACATATTT ATTTGAATAA TTGGCAAGTT GTTAACATAG GTCATCTG AT 

301 TGAGTCAGCT GGTCATTTGA CCTTAATAAG GGTTAAACAT CCTT ATG A AG 
35 1 A C TTT AAT A A AGAATGCACA TATGAACAAT ATTTACATCT TGAAG ACTGC 

20 

401 ATATCTCAGG ATTATGTGAT TTGTGACACG G T A C A A AT A T TGTCACCATG 
45 1 TGGAAACTCA ACAGTAACC A GTGACTGCCC TGTCACTGCT GAAAAGGTAA 
25 501 AGGAACCATA TATTC AAGTG TCAGCTTTAA AAAATGGAAG CTATTTGGTT 

55 1 CTAACCAGTA GAACAG ATTG CTCAATACCA GCATATGTTC CCAGCATTGT 
601 AACTGTGAAC GAAACAGTTA AGTGTTTTG G GGTTGAGTTT CATAAACCAC 

30 

65 1 TATACTCAGA AAGTAAAGTC AGCTTTG AAC CACAAGTTCC ACATCTGAAA 
701 CTACGCTTGC CACATCTGGT TGGGATTATT GCAAGTCTTC AAAATTTGGA 
35 75 1 AATTGAAGTA ACNAGCACCC AAGAGAGTAT ANAAGATCAG ATTG AA AG AG 

801 TTCAATCACA GCTTCTTCGG CTGGACATTC ACGAGGGAGA CTTTCCTGCT 
851 TGGATTCAAC AACTTGCTTC TGCAACCAAG GACGTCTGGC CTGCAGCTGC 

40 

90 1 TAAAGCTCTT CAAGGC ATAG GTAACTTTTT ATCTAATACT GCCCAGGG AA 
95 1 TATTTGGAAC TGCTGTAAGT ATTCTATCCT ATGCCAAGCC TATTCTTATA 
45 1 00 1 GGAATAGGTG TTATACTTTT G ATTGCATTC TTGTTTAAGA TTGTATCATG 

105 1 GCTTCCTGGG AAGAAGAAAA AGAACTAGGA CATCTGCATC TTCCAGAAGA 
1101 CG ATCCTCTG CCC A ATTTAG ATGTGCTCCT GGGTCTTGAT C ATATGGA AT 

50 

1151 CCAATGAAGG ACCTGATCAA AATCCAGGAG CTGAAAAGAT CTACATTCAA 
1201 CTCCAAGCAG TCCCAGGGGA AGCCTCAGAG AAAACTTACA AATTTGGATA 
55 125 1 TG A AG A C A AA GAG GC AC AAA ATCCTGACTT AAAAATGAGA AATTGGGTTC 
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35 1 GCAACTGCTT ATG CTT A AG A ATGAATCAGT ATATTGTTTA GGAATAAGTT 
40 1 ATAGTTTATA AGAAGTTAAT CCTTAGGGAG TATTTGGTGG AAATGACTG A 
45 1 GTG ACATGAA GTTTATTCAC CATACTCTCA ATAGG AGCCA CTAGTTGAGC 
50 1 CTGTGCGTTC AAATCCATGC TCAGCTTAAG TGACTCCCTT TTAGTTTCAC 
55 1 TTTAAGTTAA GTTAGGAATA AGTTCC ATAT AATCCTAAGG GAGTATGTGG 
60 1 ACCTTCTTGT TAGG AAATAG TTTAAG ATAG TCCACAGCTC CCTTCTTTTT 
65 1 G AGTTCTAGT CTTTGTTAAG TTTGTTGGCT CATACAGATA AAGTGCTCAT 
70 1 TAAACAGGAA ACCGCAACCG GGTAAAGGTT AGCACAGTAA ATTAAGCTAG 
75 1 CAGTTACTCA AGAGCCCGGT AAGCATTCAA GTAGTTCGAA TCCCTTTAAT 
80 1 GCTG ACGG AT TGCTCTTTAG TG AGGTG ATG TAATCTGTTT TTGCAATCTG 
S5 1 AAATGTGTGT TTGCACAGGA AGTTGTACAA GAAAGGGAAT GGCTAAACTT 
90 1 GTTAC AGTTC GAACAAACAT TTAGCAATTT CCTTTGCTTT TGGAGTTCGA 
95 1 GCCTTGTACT TATACTTTGA GCATATGTAT TGTAACACCT AAGTATGGAA 
1 00 1 AA ATCTCCAA GTATGAGTC A CG AG ATGCTT GGCTCACTGC GTTGG ACGAC 
1 05 1 TGGAAAGAAG CTTC AACAGT CGGG ACAGCA TCTCG AAGAA GGCCTCCGGA 
1101 ATG AAAG AGT GAAAAATGAA GTCTCCTCAT TCAGAGAGCC TTCTTTTAGA 
1151 ATTTCAGGCA GAATAGAGTT TC C A AT A G AA TAAACTTTTG TATTAGCAGA 
1 20 1 TAG ATAGG AT AT AT A ATC TC TGCTTTAGAT TGTACGGG AG CTCACCACTA 
1 25 1 CTCGCTGCGT CGAGAGTGTT CGAGTCTCTC CAGGCTTGGT AAG ATAT AAA 
1 30 1 CTTTGGTATT CTCTGTATTC TTATG ATCCA ATATTACTCT GCTTATAG AT 
1 35 1 TGTAATGGGC AATGGC AATG CTTTATC AAT G A ATG ATTTT ATGGTG AATT 
1 40 1 AAGTTC ATAT ATG' IT IT AAG AAGTTTAACA ATAAACCG AC TTAATTCGAG 
1 45 1 AACCAG ATTT ATTAGTATTG TCTCTTTCTA TACTTTAAGT AAAGTG AAAG 
1 50 1 G AGTTGTATA TTAGCCTTGC TTATAAGAGC CATCTAGTGG TATAAGTGTG 
1 55 1 TACTACACTT ATCTAAA 

A 3' internal region of SFVHu-1 has also been sequenced. This 
sequence includes ORF 1 (Open Reading Frame) and ORF-2, which are 
overlapping genes, and includes 3' sequence from env and bel genes. This 
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AATGTCTGGTCACAAATGCAGCTACCTTAGCTGCGCCTCCAATACTGAGG 
CCTG 1 \AAGACCTGTA J A J ^GCCITTTGATAAATTTTTTGTTGACTATATTGG 
CCCTTTACCCCCTTCTAATGGGTACTTACATGTCCTTGTAGTAGTCGATG 
GTATGACTGGATTTGTATGGTTA 

5 

Seq. ID 2 

TTACTACAAGGACAATATCCAAAAGGTTTTCCAAAACAATATC.V\TATGA 
ACTTAATGAAGGACAAGTTATAGTAACTCGTCCTAATGGACAAAGAATTA 
TTCCTC C A AA A TC A G AC A G G CCTC A A ATT ATTTTG C AA G C A C AT A AT A TT 

10 G C A C ATA C A G G AA GAG ATTC A A C C TTTC TT A A G G TCTCTTC C A A G T ATTG 

GTGGCCAAATCTTAGAAAGGATGTGGTTAAAGTTATCAGACAATGTAAGC 
AATGTCTGGTCACAAATGCAGCTACCTTAGCTGCGCCTCCAATACTGAGG** 
CCTGAAAGACCTGTAAAGCCTTTTGATAAATTTTTTGTTGACTATATTGG 
CCCTTTACCCCCTTCTAATAGGTACTTACATGTCCTTGTAGTAGTCGATG 

15 GTATGACTGGATTTGTATGGTTA 

The relationship between each of the isolates and other known 
spumaviruses is shown in Fig. 5 which is a phylogenetic tree showing the 
percent homology of the nucleotide sequences of these viruses and in Figure 
20 6. 

The 5' end of the LTR of SFVHu-1. of 1567 nucleotide bases, has 
also been sequenced, and is shown as Seq. ID 3. 

1 TTCCCAATAA ACATCATCCT GGGTGGACTA GACATCTTAC TAAATTCAAG 

25 

5 1 ATATCTAGAT TCTCCACTCC TGCTGATGTC CAGAAAATTG TGGATGAGCT 
101 TCTCCCTAGA GGAGCAAGCA TTGTAATGCC TGATGGAACA AAGTATCCAA 
30 151 GTACCAGAAA AGTGCACTTA GTC AATGAAG G AACCCTTGT AGAATACCAA 

201 GCCAAATGTA AGGAGATAGA GGAAAAGTAC GGAGGATGCT TTTCTACAGA 
25 1 TAGTGATGAT GAC AGTGATG ATTACTCTGA GGATACTCCA GAAACTGAAA 

35 

301 CCACTGATGT GGAATAGAGT A C AG TGTT A A GG ATTC AC AT AATCTGCCTA 
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commonly called simian foamy viruses, or SFV), simian T-lymphotropic 
viruses (STLV), and simian type D retroviruses. 1,823 samples from 13 
institutions in the United States had been tested for simian 
immunodeficiency virus; samples from 231 of the participating volunteer 

5 workers were also tested for other retroviruses from non-human primates. 

Three of these 231 workers (1.3%) were determined to be infected with a 
SFV-like virus by serology and PCR. 

An immunofluorescent assay that was developed using cells infected 
with SFV serotype 3 identified antibodies to a SFV-like virus in recently 

10 collected serum specimens from all three workers. The 3 specimens were 

also western blot positive, showing reactivity to both p70 and p74 gag 
precursor bands of SFV-3 antigen. Repeat testing of additional sera 
obtained from these 3 workers at later time points are also positive in both 
assays. (These workers or cases are herein identified individually as Case 

15 A, Case B. and Case C.) 

Additional blood samples from these three cases were tested for SFV 
proviral DNA sequences using polymerase chain reaction (PCR) assays 
employing primer sets from two regions of the polymerase gene that are 
conserved among known primate foamy viruses. All three cases were PCR 

20 positive in both regions. The PCR products from one region were 

sequenced. The sequences from each case were distinct from each other but 
all showed greater than 80% homology to known non-human primate foamy 
virus sequences. The partial sequences, produced with DNA polymerase 
PCR primer, of the viral sequence of the present invention is shown below. 

25 Seq. ID 1 is a viral DNA sequence isolated from infected Cf2Th cells and 

Seq. ID 2 is a viral DNA sequence isolated from PBLs from Case A. There 
is 99.76 % homology between the two sequences. The corresponding RNA 
sequences and resulting proteins can be deduced from these sequences. 

Seq. ID 1 

30 TT ACT AC AAGG AC AATATCC AAA AGGTTTTCCAAAACAATATCAATATG A 

ACTTAATGAAGGACAAGTTATAGTAACTCGTCCTAATGGACAAAGAATTA 
TTCCTCCAAAATCAGACAGGCCTCAAATTATTTTGCAAGCACATAATATT 
GC AC AT AC AGGAAG AG ATTCAACCTTTCTT A AG GTCTCTTCC A AGTATTG 
GTGGCCAAATCTTAGAAAGGATGTGGTT/\AAGTTATCAGACA/\TGTAAGC 
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line showing control Cf2Th cells that were co-cuitured with normal human 
peripheral blood lymphocytes, indicating there was no constitutive reverse 
transcriptase activity in these cultures . 

Figure 3 is a Western blot of sera from Case A, Case B and Case C 
5 and the sera of spouses of two of the cases. The sera was tested against the 

whole cell lysate from Cf2Th cells infected with the spumavirus isolate. 
Whole cell lysate of uninfected Cf2Th were used as a control for 
seroreactivity towards nonviral proteins. In addition, the sera of Case B 
provides a view of the history of infection because of the existence of Case 
10 B sera obtained in 1967, and in 1978. 1980, and 1981. 

Figure 4 is a phylogenetic tree showing the relationships between the 
sequences of the viruses of the novel spumavirus of the present invention 
and known spumaviruses. 

Figure 5 is a comparison of the nucleotide homology of the 
15 sequenced portion of the present invention and other retroviruses. 

Detailed Description of the Invention 

In response to the identification of simian immunodeficiency virus 
infection in an occupationally exposed workers. Centers for Disease Control 

20 and National Institutes for Health collaborated in an anonymous serosurvey 

of persons with similar work exposures. Simian immunodeficiency virus 
seroreactivity was present in 3/427 (0.64%) stored serum samples from 
these anonymous workers (See CDC. Anonymous survey for simian 
immunodeficiency virus (SIV) seropositivity in SIV laboratory researchers 

25 - United States, 1992. MMWR Morb Mort Wkly Rep 1992; 41: 814-5; 

Khabbaz RF, et al.,. Brief report: infection of a laboratory worker with 
simian immunodeficiency virus. New Eng J Med. 1994; 330: 172-7). 
Consequently, a voluntary testing and counseling program was developed 
that allowed linkage between specific exposures or health outcomes and 

30 serostatus of persons occupationally exposed to simian immunodeficiency 

virus. The workers enrolled in this voluntary linked prospective simian 
immunodeficiency virus surveillance are also at occupational risk for 
exposure to other retroviruses common in nonhuman primates (non-human 
primates). 

35 Therefore, in 1995. the linked surveillance was expanded to include 

voluntary testing and counseling for exposure to simian spumaviruses (more 
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It is another object of the present invention to provide a method of 
detecting a spumavirus. 

It is yet another object of the present invention to provide methods 
and compositions for detecting the presence and amount of spumavirus in a 
5 body fluid or organ. 

A further object of the present invention is to provide compositions 
and methods for treating genetic and physiologic disorders using gene 
therapy techniques comprising the novel spumavirus of the present 
invention as a vector for nucleic acid sequences and antisense sequences. 
10 Another object of the present invention is to provide compositions 

and methods useful for manipulating the expression of genes. 

Yet another object of the invention is to provide vaccines. 

Yet another object of the present invention is to provide 
compositions and methods for treating viral infections in humans or 
15 animals. 

Another object of the present invention is to provide compositions 
and methods that are effective in treating genetic diseases. 

Yet another object of the present invention is to provide a method of 
treating microbial infections in humans or animals. 
20 It is another object of the present invention to provide for treatments 

of conditions that are caused in part by rapidly dividing cellular growth. 

Another object of the present invention is to provide live 
recombinant virus vaccines. 

An object of the present invention is to provide diagnostic tools such 
25 as antibodies or antigens for the monitoring of the blood supply or organ 

and tissue donation for the presence of spumavirus. 

These and other features and advantages of the present invention will 
become apparent after a review of the following detailed description of the 
disclosed embodiments and the appended claims. 

30 

Brief Description of the Drawings 

Figure 1 shows a transmission electron microscope 
photomicrograph of viral particles in Cf2Th canine thymocytes. 

Figure 2 shows tissue culture AMP-reverse transcriptase activity in 
35 canine thymocyte cells (Cf2Th) co-cultured with peripheral blood 

lymphocytes from an infected case worker. Along the baseline is another 
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The present invention further includes methods and compositions for 
the use of replicating viral system to kill live dividing cells in a host or in 
vitro. In in vitro uses, SFVHu-I can be used to detect and kill rapidly 
dividing cells. Foamy viruses, including SFVHu-1, can infect a wide 
variety of species of cells and can be used in many in vitro cell systems. 
For example, if the assay of the in vitro cell system required the 
identification of quiescent cells, application of SFVHu-1 to the tissue culture 
system would result in the selection of the rapidly dividing cells by SFVHu- 
1. The tissue culture cells would be infected, but because SFVHu-1 has a 
productive infection and cytopathic effects only in dividing ceils, the 
dividing cells are killed by such dividing cells would be infected by SFVHu- 
1 and killed by such infection. The remaining non-dividing cells of the 
culture would remain alive. 

In a host, the ability of SFVHu- 1 to infect dividing cells provides an 
excellent treatment for conditions due to the presence of rapidly dividing 
cells. For example, a person with disease due to rapidly dividing cells, such 
as cancer or any known angiogenic condition, could be infected with 
SFVHu-1. Such virus may or may not carry other, exogenous genes for 
other effects in the host. Because SFVHu-1 does not cause disease in the 
host and there is no transmission of the virus to contacts with the host, only 
the person with the disease from rapidly dividing cells will be treated. In 
addition, only the rapidly dividing cells of that host person will be infected 
by SFVHu-1, and the rest of the body will remain uninfected. The virus 
will infect the rapidly dividing cells and kill them. For example, a person 
with a fast growing tumor would be infected with SFVHu-1 and the cells of 
the tumor would be destroyed by the virus. The SFVHu-1 can be 
recombinantly modified to be selective for cellular receptors on the tumor to 
make the virus even more specifically targeted to just those cells. 

Such treatment with SFVHu-1 could be used for any condition in 
which rapidly dividing cells provide an aspect of the pathology of the 
condition. One such condition is the presence of uncontrolled angiogenesis 
within the body. Angiogenesis dependent diseases are well known in the art 
and are caused in part by the rapid growth of blood vessels. 

Accordingly, it is an object of the present invention to provide a 
composition comprising a novel spumavirus. 
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The present invention also includes methods and compositions for 
detecting spumavirus in biological fluids. The methods and compositions, 
including kits, can be in any configuration well known to those of ordinary 
skill in the art. The present invention also includes antibodies specific for 
5 the spumavirus and antibodies that inhibit the binding of antibodies specific 

for the spumavirus. These antibodies can be polyclonal antibodies or 
monoclonal antibodies. The antibodies specific for the spumavirus can be 
used in diagnostic kits to detect the presence and quantity of spumavirus in 
biological fluids or in organs from nonhuman primates for 

10 xenotransplantation. Antibodies specific for spumavirus may also be 

administered to a human or animal to passively immunize the human or 
animal against spumavirus, thereby reducing infection after accidental 
exposure to nonhuman primate bodily fluids. 

The present invention also includes compositions and methods, 

15 including kits, for detecting the presence and quantity of antibodies that bind 

spumavirus in body fluids. The methods, including kits, can be in any 
configuration well known to those of ordinary skill in the art. Such kits for 
detection of spumavirus itself or detection of antibodies to the spumavirus 
can be used to monitor the blood supply for the presence of spumavirus in 

20 the blood supply. 

The present invention also includes methods and compositions 
comprising recombinant live virus vaccines. The virus of the present 
invention has areas of its genome that make it ideal for the insertion of 
exogenous genes. The genes can code for any protein for which vaccination 

25 or gene therapy is desired. Because SFVHu-l replicates at a higher level 

than other known foamy viruses, it is capable of providing a high level of 
antigen to the host carrying the virus. After administration of SFVHu-l to 
the host, the virus would infect the cells, replicate and provide protein 
antigens to the immune system of the host. A novel aspect of such 

30 recombinant live viruses is that SFVHu-l does not cause disease in the host 

organism. Additionally, there is no transmission from one host organism to 
other non-infected host organisms, even by close contact with exchange of 
bodily fluids. The recombinant live virus vaccines of the present invention 
are a safe way to provide antigen in a most optimum method to the immune 

35 svstem. 
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The novel spumavirus of the present invention has utility as a 
reagent for the immunological screening of the human population for the 
prevalence of such viruses in the population. The novel spumavirus of the 
present invention can also serve as a vector in gene therapy because the 
virus appears to cause no disease in humans and is not transmitted to other 
humans. Additionally, the novel spumavirus of the present invention can be 
used as a reagent in pathogenicity studies of these and related viruses. 
Moreover, the sequences of the novel spumavirus of the present invention 
can be used as probes to detect virus in biological samples. Vectors include, 
but are not limited to, procaryotic, eucaryotic and viral vectors. The foamy 
virus of the present invention can also be used as a live recombinant virus 
vaccine. Additionally, the spumavirus of the present invention can be used 
as a replicating viral system to kill live dividing cells, either in vitro or in 
vivo. 

The spumaviruses or foamy viruses are by far the least well 
characterized of the retroviruses. They have been isolated as agents that 
cause vacuoiation ("foaming") of cells in culture from a number of 
mammalian species, including monkeys, cattle, cats, and reportedly in 
humans. Persistent infection with these viruses is not associated with any 
known disease. 

Recent studies using improved diagnostic assays have shown no 
evidence of foamy virus infection of humans in studies of large populations 
(approximately 8,000 persons). Given these results, the identification of 
seroreactivity in three persons occupationally exposed to non-human 
primates is notable. The PCR identification of viral genome sequences in 
biologic specimens from all three, and isolation of the virus from one, 
confirm virus infection in these workers. 

The present invention includes the isolation and characterization of a 
spumavirus, SVFHu-1, that was shown to have been transmitted from non- 
human primates to humans at some point in the past. The retrovirus of the 
present invention, like another retrovirus of a more virulent nature, HIV-1 
(Human Immunodeficiency Virus) The spumavirus of the present invention 
does not appear to be readily transmuted from human to human. The 
spumavirus of the present invention can be used in constructing protocols 
for diagnosing spumavirus infections and may be used as a vector in gene 
therapy procedures. 



96M-0311. Draft Public Health Service (PUS) Guideline on Infectious 
Disease Issues in Xenotransplantation. Federal Register Vol.61, No. 185. 
September 23, 1996.). The primary animal species considered as donors for 
xenografts are baboons and pigs. Thus, what is needed are compositions 
and methods for detecting viruses that may be transmitted from the 
nonhuman organ donors to the recipient human. Additionally, information 
regarding these transmissible agents may provide valuable information about 
the organ donors' cellular receptors that may be important for transplantation 
success. 

Gene therapies have long looked for a good vector that can transport 
the foreign gene of choice into human cells. The lack of any known disease 
associated with the virus of the present invention makes the present 
invention an ideal candidate for gene therapy regimens. Thus, compositions 
and methods for gene therapy are needed that use a vector capable of 
carrying a significant amount of foreign DNA that will enter the host 
organism and not cause disease. 

Compositions and methods for vaccination using recombinant live 
retroviruses are also needed. A live virus, that causes no illness in humans, 
and that has genes of antigens of choice incorporated into its genome, would 
provide for an excellent vaccination tool. The retrovirus would reproduce in 
the human host and expose the immune system to antigens so that an 
immune response can be initiated. 

Targeted attack on reproducing cells is a goal of cancer treatment. 
What is needed is are compositions and methods for cancer treatment that 
are specific for dividing cells that do not cause systemic damage to the 
cancer patient. A virus that could infect and kill dividing cells, without 
killing other cells of the host would provide a solution for cancer treatment. 

Summary of the Invention 

The present invention is directed to compositions and methods 
comprising a novel spumavirus or foamy virus, known as SVFHu-1. The 
present invention comprises a spumavirus isolate of human origin that has 
been definitively isolated from a human with no disease. The novel 
spumavirus of the present invention has been maintained through tissue 
culture cells where it causes the characteristic vacuolation of the cells that is 
known for foamy viruses. 



lacked definitive evidence of human infection and were not subsequently 
confirmed. (See Heneine W. et al.. Absence of evidence for human 
spumaretrovirus sequences in patients with Graves' disease [letter], J Acq 
Immune Defic Synd & Human Retrov. 1995; 9: 99-101; Simonsen L, et 
al.,. Absence of evidence for infection with the human spumaretrovirus in 
an outbreak of Memere-Hke vertiginous illness in Wyorrung, USA [letter]. 
Acta Oto-Laryngologica 1994; 1 14: 223-4; and Heneine W., et al., Lack of 
evidence for infection with known human and animal retroviruses in patients 
with chronic fatigue syndrome. Clin Infect Dis 1994; 18: S121-5). 

To the knowledge of the inventors, there has not been a 
documented, definitive isolation of a spumavirus. such as the one of the 
present invention, from humans. Previous reports of human spumavirus 
isolates are now widely regarded as laboratory contaminants. 

Recent publications indicate that earlier serological tests showing 
human spumavirus antibodies in the human population were incorrect. 
Immunological investigation of a previously reported human spumavirus 
revealed that it shared common antigens in complement fixation, 
immunofluorescence and neutralization assays with the chimpanzee foamy 
virus, SFV-6. Furthermore, failure to detect serological evidence of HFV 
infection in people from a wide geographical area suggested that this virus 
isolate was a variant of SFV-6, particularly since sera from chimpanzees 
naturally infected with SFV-6 neutralized both viruses. In a survey for 
prevalence of human foamy virus in more than 5000 human sera, collected 
from geographically diverse populations, none of the serum samples were 
confirmed as positive. Taken together with sequence analysis endorsing the 
phylogenetic closeness of the purported human spumavirus to SFV-6/7, 
these data strongly suggest that human foamy virus is not naturally found in 
the human population. (See Ali, M. et al., "No Evidence of Antibody to 
Human Foamy Virus in Widespread Human Populations," AIDS Research 
and Human Retroviruses, Vol. 12, No. 15, 1996.) 

Recent concern that xenotransplantation, the use of living tissues 
from nonhuman species in humans for medical purposes, may introduce 
new infections into the human community has increased the importance of 
defining the ability of simian retroviruses to infect and/or cause disease in 
humans (See Chapman LE. et al. Xenotransplantation and xenogeneic 
infections. New Engl J Med 1995; 333: 1498- 1501; DHHS. Docket No. 
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immunodeficiency virus. New Eng J Med. 1994; 330: 172-7; Khabbaz RF, 
et al. Simian immunodeficiency virus needlestick accident in a laboratory 
worker. Lancet 1992; 340: 271-3; and CDC. Guideline to prevent simian 
immunodeficiency virus infection in laboratory workers and animal 

5 handlers. MMWR 1988; 37:693-704.) In addition to SIV, nonhuman 

primate species used in biomedical research are commonly infected with 
SFV (simian foamy virus), STLV (simian t-cell lymphotrophic virus), 
and/or type D retroviruses. All of these retroviruses cause lifelong 
infections in nonhuman primates, and some are known to be transmissible 

10 through sexual contact, blood, or breast feeding. Natural SFV infections in 

non-human primates have not been definitively associated with disease. In 
non-human primates, infection with the other retroviruses may result in a 
clinical spectrum ranging from asymptomatic infection to life threatening 
immunodeficiency syndromes or lymphoproliferative disorders. The 

15 transmission routes of SFVs among non-human primates remain undefined, 

but the prevalence of seroreactivity is high among captive adult non-human 
primates. 

Studies of the prevalence of spumavirus infection of humans are 
limited and the findings are not definitive. Though there is some evidence 

20 of human infection with SFV (antibodies and positive PCR results), such 

occurrence has been reported in only two persons, both of whom had 
occupational risks for infection. Associated disease was not reported in 
either. (See Schweizer M.. et al. Absence of foamy virus DNA in Graves' 
disease. AIDS Res & Human Retrov 1994; 10: 601-5; Neumann-Haefelin 

25 D, et al., Foamy viruses. Intervirology 1993; 35: 196-207; and Schweizer 

M, et al., Markers of foamy virus infections in monkeys, apes, and 
accidentally infected humans: appropriate testing fails to confirm suspected 
foamy virus prevalence in humans. AIDS Res & Human Retrov 1995; 1 1: 
161-70.) There have been no published reports that virus was ever isolated 

30 from these infected individuals. 

Other inconclusive evidence was seen in early studies which 
described a relatively high rate of seroreactivity to antibodies to 
spumaviruses among human populations not known to be exposed to non- 
human primates. In some instances seroreactivity was suggestively linked 

35 to human disease, including disorders of the central nervous system, thyroid 

disease, and Chronic Fatigue Syndrome. In most instances these studies 
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NEW SPUMAVIRUS ISOLATED FROM HUMANS 

Technical Field 

The present invention relates to a novel retrovirus, a spumavirus, 
that has been isolated from humans. More particularly, the novel 
spumavirus may be used as a vector for gene therapy. The novel 
spumavirus may also be used as a recombinant live virus vaccine. 

Background of the Invention 

Spumavirus, also known as foamy virus for the characteristics of 
vacuolization the virus induces in cell culture, belongs to a distinct group of 
retroviruses. The simian foamy viruses (SFVs) include isolates from Old 
World and New World monkeys and are classified into 10 different 
serotypes based on serological cross-reactivities. Virus appears to persist in 
the host for a long period of time in a latent form and can exist in the 
presence of neutralizing antibody. 

Currently the most studied retrovirus, Human Immunodeficiency 
Virus, is believed to be derived from nonhuman primate transmission into 
humans at some past time. Concerns about the risk of transmission of 
retroviruses from non-human primates to humans working in research 
laboratories were heightened in the early 1990's when two persons 
developed antibodies to SIV (Simian Immunodeficiency Virus) following 
work-related exposures, one of whom had clear evidence of persistent viral 
infection. (See CDC. Anonymous survey for simian immunodeficiency 
virus (SIV) seropositivity in SIV laboratory researchers — United States, 
1992. MMWR Morb Mort Wkly Rep 1992: 41: 814-5; Khabbaz R.F.. et 
al. Brief report: infection of a laboratory worker with simian 
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12. The vector of Claim 6 wherein the vector is a eucaryotic 

vector. 

1 3 . The vector of Claim 6 wherein the vector is a viral vector. 

5 

14. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
Seq ID. 1. 

15. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
10 Seq ID. 2. 

16. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 
Seq ID. 3. 

15 17. The vector of Claim 6 wherein the sequence is derived from 

Seq ID. 4. 

18. The vector of Claim 6 wherein the vector is a probe. 

20 1 9. A method of treating conditions in humans caused by rapidly 

dividing cells, comprising administration of a spumavirus isolated from 
humans. 

20. A method of gene therapy, comprising administration of a 
25 spumavirus containing novel genes to a human. 
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CLAIMS 

What is claimed: 

1 . An isolated spumavirus cross-reactive with SFV-3 
5 antibodies. 

2. The spumavirus of Claim 1, wherein the spumavirus is 
isolated from a human. 

H) 3. The spumavirus of Claim 1, wherein the spumavirus is 

capable of infecting humans. 

4. The spumavirus of Claim 1. wherein the spumavirus is not 
readily transmitted from human to human. 

15 

5. The spumavirus of Claim 1. the spumavirus having ATCC 
Deposit Nos. . 

6. A vector comprising a sequence from an isolated spumavirus 
20 cross-reactive with SFV-3 antibodies. 

7. The spumavirus of Claim 6. wherein the spumavirus is 
isolated from a human. 

25 8. The spumavirus of Claim 6. wherein the spumavirus is 

capable of infecting humans. 

9. The spumavirus of Claim 6. wherein the spumavirus is not 
readilv transmitted from human to human. 



30 



10. The spumavirus of Claim 6 having ATCC Deposit Nos. 



1 1 . The vector of Claim 6 wherein the vector is a procaryotic 

35 vector. 
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GTAGTACATA CTTGTAGAAG GCATTACATG AGATGTTTGT CTGCCCTTCC TAGCAATGGA 162 0 

GAACCTCTCA AACCTAGAGT CCGGGCTAAT CCTGTCCGAA GATATCGAGA GAAGCAAGAG 16 80 

TTCGTTGCGA CTAGGCCTAA ACGCTCCAGA TGGGGTGTGG CCCCTAGCGC AGACTCCCAT 174 0 

ACTTCCAGTG GTGACGCCAT GGCCCTTATG CCAGGACCAT GCGGCCCCTT CGGTATGGAC 18 00 

ACTCCTGGTT GCTTACTGGA AG G G AT AC AA GGATCAGGGC CTGGAACCTC CGAAATGGCT 186 0 

GTGGCAATGT CAGGAGGACC TTTCTGGGAA GAAGTGTACC GGGACTC AAT TCCTGGTGCC 19 20 

CCCACTGGGT CTAGTGAAAA TTAGGCTTTA TCAAAATCTA ACTGTTGTAA ATGTTTGTGG 198 0 

ATCTGTTGAC CCATGGGAAA ATGAGAATCC CACTAGAGGT CGCAGAGGGC CTATGCATAG 2 04 0 

ATATGATTGT AGAATTGCTT GTGATCCAAG CTATTGCTTT AAGGCTATTT GGGAAGGAAA 2100 

CTTTTGGGAC AAAAAAAAAA GGATCAGGCA TGCTGGCTAG TTCATCTGAA AGAAGGACAT 216 0 

AAATTTGGTG CAGATGAGTT ATCTTCTGGG GATCTTAAAA TATTAGCAGA ATCTAGACCT 2 22 0 

TATCCATATG GATCTATTGG TCATTGTGCT ATGCTTCAAT ATGCAGTACA AGTTAAAATG 22 3 0 

AGAGTTGATA GAGCTCCTTT GACCTCAAAG GTGAGAGCTA TTAAAGCTTT GCACTATCAT 2 34 0 

CGCTGGAATA TTTGTCAGCT GGAAAATCCT GGCATAGGAG AAGGATTCAG TCCCTCTGGT 2 40 0 

AATACACA 2 4 0 8 
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TGTCACTGCT GAAAAGGTAA AGGAACCATA TATTCAAGT'G TCAGCTTTAA AAAATGGAAG 54 0 



CTATTTGGTT CTAACCAGTA GAACAGATTG CTCAATACCA GCATATGTTC CCAGCATTGT 60 0 



AACTGTGAAC GAAACAGTTA AGTGTTTTGG GGTTGAGTTT CATAAACCAC TATACTCAGA 6 50 



AAGTAAAGTC AGCTTTGAAC CACAAGTTCC ACATCTGAAA CTACGCTTGC CACATCTGGT 72 0 



TGGGATTATT GCAAGTCTTC AAAATTTGGA AATTGAAGTA ACNAGCACCC AAGAGAGTAT 780 



* ^ ' m ^ .^t ^. r--> /^i ft s—m ^ s-^. rp /~» *ft -p -*v ^ * ^— ^ ^ ^ ^ ^ ^ rp ^ * ^ ^ f i -^n ft. » /~ ' * 7\ n 7 1 - Q -1 ^ 



CTTTCCTGC7 TGGATTCAAC AACTTGCTTC TGCAACCAAG GACGTCTGGC CTGCAGCTGC 900 



TAAAGCTCTT CAAGGCA7AG GTAACTT7TT ATCTAATACT GCGCAGGGAA TATTTGGAAC 96 0 

i 

i 
j 

TGGTGTAAGT ATTCTATCCT ATGCCAAGCC TAT7CTTA7A GGAATAGG7G TTATACTTTT 102 0 i 



GATTGCATTC TTGTTTAAGA TTGTATCATG GCTTCCTGGG AAGAAGAAAA AGAACTAGGA 10 80 



C A TCTGC A TC TTCCAGAAGA CGATCCTCTG CCCAATTTAG ATGTGCTCCT GGG7CTTGAT 114 0 



CATATGGAAT CGAA7GAAGG ACCTGATCAA AATCCAGGAG CTGAAAAGAT CTACATTCAA 12 0 0 

j 

CTCCAAGCAG TCCCAGGGGA AGCCTCAGAG AAAACTTACA AATTTGGATA T G AAG A C AAA 12 60 



GAGGCACAAA ATCCTGACTT AAAAATGAGA AATTGGGTTC CTAACCCCGA CAAAATGAGT 132 0 



AAGTGGGCCT GTGCAAGGCT TATTCTTTGT GGACTTTATA ATGCAAAAAA GGCTGGAGAA 13 80 



CTCTTGGC7A TGGACTATAA TGTTCAATGG GAACAATCAA AAGAAGACCC AGGATACTT7/ 144 0 



GAAGTGGAAT ATCACTGTAA AATGTGCA7G ACTGTTATTC A T G AA C C T A T GCCTATCCAA 15 00 



TATGATGAAA AAAGTGGATT ATGGCTAAAA ATGGGTCCCC T7AGGGGAGA 7A7AGGATCT Id 60 



BNSDOCID: <WO 9835024A1 



WO 98/35024 




PCT/US98/02598 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 2408 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

fC) STRANDEDNESS: single 
(D) TOPOLOGY: linear 

< i i > MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 

dii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 



AAGGGGATGT TGAGCAATCC AAGATGTGGA TACCCACTTG AATCATCTTA AAACCATGTT 6 0 

ACTAATGAGG AAGATTGACT GGACTTTTAT T AA G AG T G AT TGGATTAAAG AACAACTTCA 12 0 

GAAAACTGAA GATGAAATGA AGATTATTAG AAGAACAGCT AAAAGTTTAG TATATTATGT 180 

GACTCAAACA TCATCTTCCA CTACAGCAAG ATCATGGGAA ATTGGAATTT ATTATGAAAT 240 

AACTATACCA AAACATATTT ATT7CAATAA TTGGCAAGTT GTTAAGATAG GTGATCTGAT 3 00 

TGAGTCAGCT GGTCATTTGA CCTTAATAAG GGTTAAACAT CCTTATGAAG ACTTTAATAA 3 6 0 

AGAATGCACA TATGAACAAT ATTTACATCT TGAAGACTGC ATATCTCAGG ATTATGTGAT 42 0 

TTGTGAGACG GTACAAATAT TOT C A C C A T G TGGAAACTCA AOAGTAAGCA GTGACTGCCC 4 P, 0 
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TTAGTTTCAC TTTAAGTTAA GTTAGGAATA AG T T C C AT AT AATCCTAAGG GAGTATGTGG 6 00 

ACCTTCTTGT TAGGAAATAG TTTAAGATAG TCCACAGCTC CCTTCTTTTT GAGTTCTAGT 660 

CTTTGTTAAG TTTGTTGGCT CATACAGATA AAGTGCTCAT TAAACAGGAA ACGGCAACCG 720 

GGTAAAGGTT AGCACAGTAA ATTAAGCTAG CAGTTACTCA AGAGCCCGGT AAGCATTCAA 730 

GTAGTTCGAA TCCCTTTAAT GCTGACGGAT TGCTCTTTAG TGAGGTGATG TAATCTGTTT 3 40 



TTGCAATCTG A A A 7GTG T G T TTGCACAGGA AGTTGTACAA GAAAGGGAAT GGCTA-ACTT 
GTTACAGTTC GAACAAACAT TTAGCAATTT CCTTTGCTTT TGGAGTTCGA GCCTTGTACT 



TATACTTTGA GCATATGTAT TGTAACACCT AAGTATGGAA AAATCTCCAA GTATGAGTCA 1C2 0 

CGAGATGCTT GGCTCACTGC GTTGGACGAC TGGAAAGAAG CTTCAACAGT CGGGACAGCA 1080 

TCTCGAAGAA GGCCTCCGGA ATGAAAGAGT GAAAAATGAA GTCTCCTCAT T C AG AG AG CC 114 0 

TTCTTTTAGA ATTTCAGGCA GAATAGAGTT TCCAATAGAA TAAACTTTTG TATTAGCAGA 12 00 

TAGATAGGAT ATATAATCTC TGCTTTAGAT TGTACGGGAG CTCACCACTA CTCGCTGCGT 12 60 

CGAGAGTGTT CGAGTCTCTC CAGGCTTGGT AAGATATAAA CTTTGGTATT CTCTGTATTC 13 2 0 

TTATGATCCA ATATTACTCT GCTTATAGAT TGTAATGGGC AATGGGAATG CTTTATCAAT 13 BO 

GAATGATTTT ATGGTGAATT AAGTTCATAT ATGTTTTAAG AAC-TTTAACA ATAAACCGAC 144 0 

TTAAT7CGAG AACCAGATTT ATTAGTATTG TCTCTTTCTA TACTTTAAGT AAA G T G AAA G 150 0 

GAGTTGTATA TTAGCCTTGC TTATAAGAGC CATC T AGTGG TATAAGTGTG TACTACACTT 156 0 

ATCTAAA 15 6^ 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1567 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 

(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(iv> ANTI-SENSE: NO 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 

TTCCCAATAA ACATCATCCT GGGTGGAC T A GACATCTTAC TAAATTCAAG ATATCTAGAT 6 0 

TCTCCACTCC TGCTGATGTC CAGAAAATTG TGGATGAGCT TCTCCCTAGA GGAGCAAGCA 12 0 

TTGTAATGCC TGATGGAACA AAGTATCCAA G T AC C AG AAA AGTGCACTTA GTCAATGAAG 13 0 

GAACCCTTGT AGAATACCAA GCCAAATGTA AGGAGATAGA GGAAAAGTAC GGAGGATGCT 2 40 

TTTCTACAGA TAGTGATGAT GACAGTGATG ATTACTCTGA GGATACTCCA GAAACTGAAA 3 00 

CCACTGATGT GGAATAGAGT AC AGTGTTAA GGATTCACAT AATCTGCCTA GCAACTGCTT 360 

ATGCTTAAGA ATGAATCAGT ATATTGTTTA GGAATAAGTT ATAGTTTATA AGAAGTTAAT 420 

CCTTAGGGAG TATTTGCTGG AAATGACTGA GTGACATGAA GTTTATTCAC CATACTCTCA 4 30 

A T AG G A G C C A ■' V T A G T T G A G C CTGTGCGTTC AAATCCATGC TCAGCTTAAG TGACTCCCTT S 4 0 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 423 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
nil) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 



TTACTACAAG GACAATATCC AAAAGGTTTT CCAAAACAAT ATCAATATGA ACTTAATGAA 



GGACAAGTTA TAGTAACTCG TCCTAATGGA CAAAGAATTA TTCCTCCAAA A T C AG A G AG G 



CCTCAAATTA TTTTGCAAGC ACATAATATT G C A C A T A C AG GAAGAGATTC AACCTTTCTT IB 



AAGGTCTCTT CCAAGTATTG GTGGCCAAAT CTTAGAAAGG ATGTGGTTAA AGTTATGAGA 



CAATGTAAGC AATGTCTGGT CACAAATGCA GCTACCTTAG CTGCGCCTCC AATACTGAGG 3 0 



CCTGAAAGAC CTGTAAAGCC TTTTGATA 



CCTTCTAATA GGTACTTACA TGTCCTTGTA GTAGTCGATG GTATGACTGG ATTTGTATGG 42 0 



TTA 4 j j 
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(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 



TT ACT AC A AG GACAATATCC AAAAGGTTTT CCAAAACAAT ATCAATATGA ACTTAATGAA 6 0 

GGACAAGTTA TAGTAACTCG TCCTAATGGA CAAAGAATTA TTCCTCCAAA ATCAGACAGG 12 0 

CCTCAAATTA TTTTGCAAGC ACATAATATT GCACATACAG GAAGAGATTC AACCTTTCTT 180 

AAGGTCTCTT CCAAGTATTG GTGGCCAAAT CTTAGAAAGG ATGTGGTTAA AGTTATCAGA 240 

CAATGTAAGC AATGTCTGGT CACAAATGCA GCTACCTTAG CTGCGCCTCC AATACTGAGG 300 

CCTGAAAGAC CTGTAAAGCC TTTTGATAAA TTTTTTGTTG ACTATATTGG CCCTTTACCC 360 

CCTTCTAATG GGTACTTACA TGTCCTTGTA GTAGTCGATG GTATGACTGG ATTTGTATGG 42 0 

TTA 42 3 
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SEQUENCE LISTING 



( 1 ) GENERAL LN FORMATION : 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME: Centers tor Disease Control 

(B) STREET: 1600 Clifton Road 
(O CITY: Atlanta 

(D) STATE: Georgia 

(E) COUNTRY: USA 

(F) POSTAL CODE (ZIP): 30033 

(G) TELEPHONE: 404-639-1024 

(H) TELEFAX: 404-639-1 174 

(it) TITLE OF INVENTION: New Retrovirus Isolated from Humans 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 4 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPO) 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 423 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii ) MOLECULE TYPE: DNA ( senorruc ) 
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At day 5, amp-reverse transcriptase testing showed a slightly 
positive signal in the canine thymocyte culture. The amp-reverse 
transcriptase activity increased over time. (See Figure 2). 

The activity in control Cf2Th cells that were treated as above, except 
5 for exposure to normal PBLs instead of infected PBLs, was shown by the 

lower line that overlaps the baseline. There was no amp-reverse 
transcriptase activity inherently in these Cf2Th cells, providing evidence that 
there was no contamination by a retrovirus or spumavirus by the tissue 
culture cells. 

10 

Example 7 

At the peak of amp-reverse transcriptase activity as described in 
Example 5. cell-free supernatants were transferred to fresh Cf2Th growing 
at 2 x 1CP cells/mL. At day 4 in the new culture, cytopathic effects and 

15 syncytia was observed. Transmission electron microscopy showed viral 

particles in and around the cells (See Figure 1). Viral particles were isolated 
from these cultures and were stored at the Centers for Disease Control and 
will be deposited at the ATCC. 

The Cf2Th cells were obtained from the in-house cell culture facility 

20 of the Centers for Disease Control, but these cells can also be obtained from 

the American Type Culture Collection (Rockville, MD). See Mergia et al., 
et al., "Cell tropism of the simian foamy virus type 1 (SFV-1)," J. Med. 
Pnmatol. 1996:25:2-7, for use of these cells. 

Having thus described the invention, numerous changes and 

25 modifications thereof will be readily apparent to those having ordinary skill 

in the art. without departing from the spirit or scope of the invention. 
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Example 4 

Western Blot Analysis 

The sera from the three cases was analyzed by western blot analysis 
against whole cell lysates from Cf2Th cells infected by cell free supematants 
from Cf2Th cells infected by a Case's PBLs. As shown in Figure 3, Case 
A, Case B and Case C all show the characteristic gag proteins associated 
with the spumavirus. It is interesting to note that in Case B, Case B 
converted from negative to positive between 1967 and 1978. In addition, 
spouses of two of the Cases were negative. 



Example 5 

Simian Foamy Virus Isolation 

Peripheral blood lymphocytes (PBLs) were isolated from Cases A. 
B and C and were cultured with IL-2 for 48 hours, in RPI media with 10% 

15 fetal Calf serum, and penn-strep antibiotics. After 48 hours, the PBLs were 

added to the Cf2Th cells and co-cultured for 2-4 weeks. The cells were in 
DMEM supplemented with 2% nonessential amino acids, 20% fetal calf 
serum, and pen-strep antibiotics. 1 mL supematants were collected from the 
cell cultures every 3 to 4 days and tested for amp-reverse transcriptase. 

20 Procedures for PBL treatment, culturing of Cf2Th cells and amp reverse 

transcriptase activity were procedures known to those in the art. For 
example, see Heneine. W., et al. "Detection of reverse transcriptase by a 
highly sensitive assay in sera from persons infected with HIV-1." (1995). 
J. infectious Diseases, 171:1201-6. 

25 

Example 6 

Because of the positive amp-reverse transcriptase activity from cells 
from Case A, peripheral blood lymphocytes from Case A were cultured with 
IL-2 for 48 hours prior to addition to canine thymocytes (COTh). human 

30 lung fibroblasts, and normal human peripheral blood lymphocytes. 

Supematants were collected every 3 to 4 days and tested for amp-reverse 
transcriptase activity. Each time the 1 mL sample of supernatant was taken 
for amp-reverse transcriptase activity, a 5 mL sample of supernatant was 
taken and frozen at -80 ° C in order to preserve a sample of the virus 

35 producing the amp-reverse transcriptase activity. 
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Example 2 

Case B 

Case B is a research scientist employed for three decades working 
with biologic specimens from non-human primates. Case B rarely reported 
injuries involving non-human primate blood, body fluids, or unfixed tissue, 
but did report an injury in 1970 when an unused needle was stuck through a 
glove that was potentially contaminated with baboon body fluids; and a 
1972 cut inflicted by a broken capillary tube containing chimpanzee blood. 
Case B is in good health. Case B has been in a monogamous sexual 
relationship without use of barrier contraceptives or spermicides for over 20 
years. Case B's spouse is negative tor SFV-like infection by both serologic 
and PCR testing. Analysis of two serum specimens from Case B archived 
serially in 1967 were negative; sera archived in 1978 and subsequently were 
consistently seropositive. See Figure 3, lanes 3 and 4 are the 1967 sera, 
lane 5 is sera from 1978, lane 6 is sera from 1980, lane 7 is sera from 1981. 
The sera of Case B's spouse is shown in lane 10. 

Example 3 

Case C 

Case C is an animal care supervisor who has worked with non- 
human primates for more than 3 decades. Case C recalls multiple minor 
injuries and mucocutaneous exposures to non-human primate blood, body 
fluids, or unfixed tissues. Case C reported a severe baboon bite around 
1980 that required multiple stitches of an arm and hand. Case C is in good 
health except for type II diabetes mellitus. Case C has been in a 
monogamous sexual relationship for nearly three decades, during which 
barrier methods of contraception have not been employed and spermicides 
were used for no more than a 6 month period. Case C's spouse is negative 
for SFV-like infection by both serologic and PCR testing. Retrospective 
analysis of sera archived from Case C in 1988 showed the sera to have 
antibodies to SFV. See Figure 3. lane 8 is Case C's sera from 1988, and 
lane 1 1 is sera from the spouse of Case C. 




spumavirus from persons exposed to nonhuman primates. The virus does 
not appear to cause disease and does not appear not transmitted to close 
household contacts or sexual contacts. This belief is supported by the 
epidemiology data, the PCR and sequencing data and the serology data. 
5 The isolate from Case A, SFVHu-1, was deposited with the ATCC 
under the Budapest Treaty on February 5, 1998, and was assigned ATCC 
no. . 

The present invention is further described by the examples which 
follow. Such examples, however, are not to be construed as limiting in any 
10 way either the spirit or scope of the present invention. In the examples, all 

parts are parts by weight unless stated otherwise. 

Example 1 

Case A 

15 Case A has intermittently been employed as a caretaker for non- 

human primates for twenty years between 1961 and 1997. Case A recalled 
multiple minor injuries and mucocutaneous exposures to non-human primate 
blood, body fluids, or fresh tissue. In addition. Case A was twice bitten by 
African green monkeys in the 1960s or early 70s. These injuries were 

20 severe enough to require 7-10 stitches each. Case A is single and in good 

health. No sera collected from Case A prior to 1995 or from sexual partners 
are currently available for testing. Retrospective analysis of sera archived 
from Case A in 1995 showed the sera to have antibodies to SFV. (See 
Figure 3, lane 2). 

25 The western blot of Figure 3 shows whole cell lysate from Cf2Th 

cells infected with the spumavirus of the present invention tested in each 
individual lane with different antisera. In Figure 3, particular viral proteins 
that show infection are the proteins with molecular weight of approximately 
70-80 Daltons fp70 gag protein) and the proteins at approximately 130-140 

30 Daltons (an envelope protein). The western blot of Figure 3 shows whole 

cell lysate from Cf2Th cells infected with the spumavirus of the present 
invention. These proteins are not detectable in the western blot of Figure 3 
by normal sera, ( lane 1) but are detectable by antisera from Case A. 
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and are caused in part by the rapid growth of blood vessels. Another such 
condition is cancer or tumor growth- Cancer or tumors include both solid 
tumors and other types. Infection with the virus of the present invention, 
which causes no disease and does not effect the host systemically, is an 
5 improvement over currently known treatments that involved systemically 

administered agents. Such chemotherapeutic agents kill rapidly dividing 
cells but also cause trauma to the entire person. The dosages of such 
chemotherapeutic agents must be titered between killing the cancer and 
killing the patient. 

10 In contrast, treatments of cancer with the present invention are not as 

harmful to the patient. The virus can either be administered systemically or 
injected in situ into the tumor. The virus will only replicate in rapidly 
dividing cells and will not effect cells that are not dividing. The infected 
cells are killed and tumor growth is stopped. The virus may be administered 

15 in one treatment or in a series of treatments. 

The SFVHu- 1 of the present invention can be recombinantly 
modified to be selective for cellular receptors on the tumor to make the virus 
even more specifically targeted to just those cells. Additionally, the virus 
may have altered promoter regions that can be selectively activated to cause a 

20 productive infection. The combination of different levels of control of the 

virus, both natural and recombinantly produced, are contemplated in the 
present invention. A virus could be made specific for attachment to only 
certain types of cellular receptors, for those cells that are dividing, and will 
only undergo replication if another exogenous promoter factor is present. 

25 Viral infection by two or more individually defective viruses, that require 

factors or promoters supplied by other foamy viruses or any type of virus, 
could provide for many levels of control of infection or treatment of specific 
conditions. 

The virus may be administered to the host, for cancer treatment, 
30 gene therapy or vaccination by any methods known to those skilled in the 

art. Such methods include but are not limited to injection, inhalation, 
ingestion, topical administration and implantation. The virus may be killed 
or live, depending on the treatment considered. 

The inventors of the present invention believe that the viruses of the 
35 present invention, comprising the isolates from Cases A, B, and C, and 

particularly Case A, are the first definitive isolation or an SFV-3-like 
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of the cancer cell marker is incorporated into the foamy virus RNA and after 
infection with the virus, the expressed gene product stimulates the immune 
system. The patient's immune system is used to remove the cancerous 
cells, obviating the need for chemotherapeutic methods. 

The antibodies of the present invention can be used to detect the 
presence of the virus or viral particles of the present invention. These 
antibodies can be used in diagnostic or screening kits to assess the present 
of the virus. Additionally, the antibodies can be used to screen organs from 
nonhuman primates that may be used in humans. Detection of the presence 
of a virus that is transmitted from nonhuman primates to humans would be 
crucial in providing virus-free organs for transplantation. 

The virus of the present invention can be used for the treatment of 
conditions due to the presence of rapidly dividing cells. In a host, the ability 
of SFVHu-1 to productively infect dividing cells provides an excellent 
treatment for conditions due to the presence of rapidly dividing cells. For 
example, a person with disease due to rapidly dividing cells, including but 
limited to cancer or any known angiogenic condition, could be infected with 
SFVHu-1. Such virus may or may not carry other, exogenous genes for 
other effects in the host. Because SFVHu-1 does not cause disease in the 
host and there is no transmission of the virus to contacts with the host, only 
the person with the condition due to rapidly dividing cells will be treated. In 
addition, only the rapidly dividing cells of that host person will be 
productively infected by SFVHu-1 . Other cells in the body may be infected 
but will not be killed because the infection in nondividing cells is not 
productive. The virus will productively infect the rapidly dividing cells and 
kill them. For example, a person with a fast growing tumor would be 
infected with SFVHu- 1 and the cells of the tumor would be destroyed by the 
virus. Additionally, the virus may be given to a person prior to the person 
developing a condition caused by dividing cells, and when the cells begin 
dividing, the virus would then undergo a productive infection and kill the 
cells. This therapy may halt or inhibit such conditions as leukemia or 
angiogenesis dependent diseases such as macular degeneration. 

Such treatment with SFVHu-1 could be used for any condition in 
which rapidly dividing cells provide an aspect of the pathology of the 
condition. One such condition is the presence of uncontrolled angiogenesis 
within the body. Angiogenesis dependent diseases are well known in the an 



IS 



defect. Instead of being defective, the gene have been deleted, thus 
replacement therapy would provide a copy of the gene for use by the cell. 
The administered normal genes can either insert into a chromosome or may 
be present as extracellular DNA and can be used to produce normal RNA, 
leading to production of the normal gene product. In this fashion gene 
defects and deficiencies in the production of a gene product may be 
corrected. Still further gene therapy has the potential to augment the 
normal genetic complement of a cell. For example, it has been proposed 
that one way to combat HIV is to introduce into an infected person's T cells 
a gene that makes the cells resistant to HIV infection. This form of gene 
therapy is sometimes called "intracellular immunization. " Genetic material 
such as a polynucleotide sequence may be administered to a mammal in a 
viral vector to elicit an immune response against the gene product of the 
administered nucleic acid sequence. Such gene vaccines elicit an immune 
response in the following manner. First, the viral vector containing the 
nucleic acid sequence is administered to a human or animal. Next, the 
administered sequence is expressed to form a gene product within the 
human or animal. The gene product inside the human or animal is 
recognized as foreign material and the immune system of the human or 
animal mounts an immunological response against the gene product. The 
virus of the present invention may be used as a viral vector to provide the 
foreign nucleic acid sequences to the intracellular metabolic processes. 

Additionally, gene therapy may be used as a method of delivering 
drugs in vivo. For example, if genes that code for therapeutic compounds 
can be delivered to endothelial cells, the gene products would have 
facilitated access to the blood stream. Additionally, cells could be infected 
with a retroviral vector such as the present invention carrying nucleic acid 
sequences coding for pharmaceutical agents that prevent infection from 
occurring in the retroviraliy infected cells. 

The novel spumavirus of the present invention can also be used a 
safe and effective vaccine agent. Genetic sequences for immunogenic 
proteins from a variety of infectious agents can be incorporated into the 
foamy virus RNA. Once inside a cell, the gene product is expressed and 
releases the immunizing peptide to the body's immune system. In another 
method, the virus of the present invention can be used to immunize the body 
against cell markers found on cancer or tumor ceils. The genetic sequence 
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the presence of this and related viruses tor xenotransplantation. In addition, 
the novel spumavirus of the present invention can be used as a reagent in 
pathogenicity studies of these and related viruses. Moreover, the sequences 
of the novel spumavirus of the present invention can be used as probes to 
detect virus in biological samples. Vectors include but are not limited to 
procaryotic, eucaryotic and viral vectors. 

Many new and potentially useful technologies are being developed 
which use viral vectors and may form the basis of future medical cures and 
therapies. Examples of such technologies include, but are not limited to, 
gene replacement, antisense gene therapy, in situ drug delivery, treatment 
of cancer or infectious agents, and vaccine therapy. However, to be 
successful, these technologies require an effective means for the delivery of 
the genetic information across cellular membranes. 

The recent advent of technology, and advances in the understanding 
of the structure and function of many genes makes it possible to selectively 
turn off or modify the activity of a given gene. Alteration of gene activity 
can be accomplished many ways. For example, oligonucleotides that are 
complementary to certain gene messages or viral sequences, known as 
"antisense" compounds, have been shown to have an inhibitory effect 
against viruses. By creating an antisense compound that hybridizes with the 
targeted RNA message of cells or viruses the translation of the messace into 
protein can be interrupted or prevented. In this fashion gene activity can be 
modulated. 

The ability to deactivate specific genes provides great therapeutic 
benefits. For example, it is theoretically possible to fight viral diseases with 
antisense molecules that seek out and destroy viral gene products. In tissue 
culture, antisense oligonucleotides have inhibited infections by herpes- 
viruses, influenza viruses and the human immunodeficiency virus that 
causes AIDS. It may also be possible to target antisense oligonucleotides 
against mutated oncogenes. Antisense technology also holds the potential 
for regulating growth and development. However, in order for the gene 
therapy to work, antisense sequences must be delivered across cellular 
plasma membranes to the cytosol. 

Gene activity is also modified using sense DNA in a technique 
known as gene therapy. Defective genes are replaced or supplemented by 
the administration of "eood" or normal eenes that are not subject to the 
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prevent replication of SFVHu-1 in humans. Surprisingly, the inventors 
have found that SFVHu-1 has a high rate of replication in the human host. 
The virus is found in the peripheral blood lymphocytes (PBL) of the host 
and is cultured from such cells in tissue culture systems. Reverse 
transcriptase activity has been found in the PBLs and plasma of the infected 
host. Viral RNA of SFVHu-1 has been shown by viral RT-PCR in both 
PBLs and plasma of the infected host. No other foamy virus has shown 
this activity. The literature has reported that there has been no identification 
of foamy viral replication in humans, until now, with the present invention, 
no such replication has been shown. 

Virus isolation was attempted by co-cultunng the PBLs (peripheral 
blood lymphocytes) of Case A with Cf2Th canine thymocytes, a cell line 
known to be permissive for spumavirus infection. See Mergia A, et al., 
"Cell tropism of simian foamy virus type 1 (SFV-1)," J. Med. Primatol. 
1996:25:2-7. Reverse transcriptase activity was detected in co-cultures from 
the cells exposed to Case A PBLs but not from controls. Transfer of 
supernatant from the above cells exposed to Case A's PBLs passed this 
reverse transcriptase activity to uninfected cells, which subsequently 
showed cytopathic effect (CPE). This finding indicated that the infectious 
asent in Case A's PBLs was transmitted to tissue culture cells which were 
used to transfer the infectious agent into other tissue culture cells. 
Additionally, this indicated that the infectious agent reproduced in the Cf2Th 
canine thymocytes. DNA-PCR of infected cells was found to be positive 
for a SFV-like virus. Infected cells showed strong reactivity with all 3 
cases' sera by both immunofluorescent assay and western blot and no 
reactivity with normal sera controls. By electron microscopy, infected 
Cf2Th cells, derived from cell free supernatants from cells infected by 
exposure to infected PBLs, showed a morphology characteristic of foamy 
virus infection (See Figure 1). 

The present invention is directed to compositions and methods 
comprising a new spumavirus, SFVHu-1. The virus was isolated from 
humans who had worked with nonhuman primates. The new spumavirus, 
or foamy virus, does not appear to cause any disease in the human hosts. 
The new virus of the present invention may be an excellent vector for gene 
therapy and for vaccination purposes. Additionally, the antibodies or other 
detection methods for detecting the new virus may be important in detecting 



The 5' sequenced region of SFVHu-1, shown in Seq ID 3, 
comprises the LTR (Long Terminal Repeat). In foamy viruses, the LTR 
aids in the replication of the virus. The LTR is transactivated by a virus- 
specific protein, and unlike related retrovirus. HIV (Human 
Immunodeficiency Virus), no human cellular transcription factors activate 
the virus. LTRs in retroviruses like HIV have conserved consensus 
sequences for cellular transcription factors. 

According to sequence homology, SFVHu-1 Seq ID 3 LTR are 
stable. There has not been significant change in the sequence even after 
long passage in a human host. For gene therapy uses, this stability is very 
important. It also appears that the internal promoter, found in the 3' 
sequence, Seq ID 4, is also conserved. Thus, the transcriptionally 
important regions of SFVHu-1 are stable. This indicates that the virus is not 
acquiring human sequences that would cause it to possibly become virulent 
or at least cause disease in humans due to introduced mutations. SFVHu-1. 
because of this stability, is an excellent vector, vaccine or gene therapy agent 
for humans. This stability is surprising is light of the high instability of the 
LTR of the virus known as HFV, Human Foamy Virus. HFV was derived 
from a nasocarcinoma and is now believed not to be a human foamy virus, 
but a chimpanzee virus. The HFV LTR is unstable and has lots of 
deletions, thus making it an undesirable vector. 

The foamy viruses are unique in that at the 3' end of the env gene 
there is an internal promoter, IP. ORF 1 codes for a transactivator protein, 
TAF. TAF activates IP. Once the virus infects the cell, a little TAF is 
made, this TAF activates the internal promoter IP. which then causes the 
virus to make lots of TAF. Once sufficient quantity of TAF is made, the 
TAF functions to initiate the promoter found in the 5' LTR. 

ORF 2 has presently unknown function, though it is theorized that it 
is necessary for replication of the virus in vivo. Without all of ORF 2 
present, the virus will replicate in vitro, but the existing paradigm, prior to 
the present invention, was that ORF 2 was required for in vivo replication. 
ORF 2 is a putative site for gene insertion. Surprisingly, it has been found 
in Seq. ID 4, that ORF 2 of SFVHu- 1 has multiple stop codons that prevent 
its translation. SFVHu-1 has a 5 base insertion and a point mutation that 
prevent accurate translation of ORF 2. According to the existing theory for 
foamy virus replication in vitro discussed above, these mutation should 
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1 30 1 CTA ACCCCG A C AAAATG AGT AAGTGGGCCT GTGCA AGGCT TATTCTTTGT 
1351 GGACTTTATA ATGCAAAAAA GGCTGGAGAA CTCTTGGCTA TGGACTATAA 
1401 TGTTCAATGG GAACAATCAA AAGAAGACCC AGGATACTTT GAAGTGGAAT 
145 1 ATCACTGTAA AATGTGCATG ACTGTTATTC ATGAACCTAT GCCTATCCAA 
1501 TATGATGAAA AAACTGGATT ATG GCT A AAA ATGGGTCCCC TTAGGGGAGA 
155 1 TATAGGATCT GTAGTACATA CTTGTAGAAG GCATTACATG AGATGTTTGT 
1 60 1 CTGCCCTTCC TAGCAATGGA GAACCTCTCA AACCTAGAGT CCGGGCTAAT 
15 165 1 CCTGTCCGAA GATATCGAGA GAAGCAAGAG TTCGTTGCGA CTAGGCCTAA 

1701 ACGCTCCAGA TGGGGTGTGG CCCCTAGCGC AGACTCCCAT ACTTCCAGTG 
1 75 I GTGACGCCAT GGCCCTTATG CCAGGACCAT GCGGCCCCTT CGGTATGGAC 

20 

1801 ACTCCTG GTT GCTTACTGGA AGGGATACAA GGATCAGGGC CTGGAACCTC 
1851 CGAAATGGCT GTGGCAATGT CAGGAGG ACC TTTCTGGGAA G AAGTGTACC 
25 1901 G GGACTCAAT TCCTGGTGCC CCC ACTGGGT CTAGTG AAA A TTAGGCTTTA 

1951 TCAAAATCTA ACTGTTGTAA ATGTTTGTGG ATCTGTTGAC CCATGGGAAA 
2001 ATGAGAATCC CACTAGAGGT CGCAGAGGGC CTATGCATAG ATATGATTGT 

30 

205 1 AGAATTGCTT GTGATCCAAG CTATTGCTTT AAGGCTATTT GGG AAGGAAA 
2101 CTTTTGGGAC AAAAAAAAAA GGATCAGGCA TGCTGGCTAG TTCATCTGAA 
35 2151 AGAAGG ACAT AAATTTGGTG CAG ATG AGTT ATCTTCTGGG G ATCTTA AAA 

2201 TATTAGCAGA ATCTAGACCT TATCCATATG GATCTATTGG TCATTGTGCT 
225 1 ATGCTTCAAT ATGCAGTACA A GTT AAAATG AGAGTTGATA GAGCTCCTTT 

40 

2301 GACCTCAAAG GTGAGAGCTA TTAAAGCTTT GCACTATCAT CGCTGGAATA 
235 1 TTTGTCAGCT GGAAAATCCT GGCATAGGAG AAGGATTCAG TCCCTCTGGT 
45 2401 AATACACA 

Seq. IDs 1-4 can be used for all the molecular biological techniques 
known to those skilled in the art. Such uses include, but are not limited to, 
generation of probes and vectors containing the sequences, antisense 
50 sequences derived from such sequences, and proteins synthesized using the 

sequences. RNA and other nucleic acid derivatives are contemplated by the 
present invention. 
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sequence is identified as Seq. ID 4 and contains 2406 nucleotides. This 
sequence is analogous to SFV-3 bases 8953 to 1 1,356. 



1 AAGGGGATGT TGAGCAATCC AACATGTGCA TACCCACTTG AATCATCTTA 
5 1 AAACCATGTT ACTAATG AGG AAGATTGACT GGACTTTTAT TAAGAGTGAT 
101 TGGATTAAAG AACAACTTCA GAAAACTGAA G ATG AA ATG A AGATTATTAG 
1 5 1 AAGAACAGCT AAA AGTTTAG T AT ATT ATG T G ACTCAAAC A TCATCTTCC A 
201 CTACAGCAAC ATCATGGGAA ATTGGAATTT ATTATGAAAT AACTATACCA 
25 1 AAACATATTT ATTTGAATAA TTGGCAAGTT GTTAACATAG GTCATCTGAT 
301 TGAGTCAGCT GGTCATTTGA CCTTAATAAG G GTT A A AC AT CCTTATGAAG 
35 1 ACTTTAATAA AG AATGC AC A T ATG A A C A A T A TTT A C ATCT TGAAGACTGC 
401 ATATCTCAGG ATTATGTGAT TTGTGACACG GTACAAATAT TGTCACCATG 
45 1 TGG AAACTCA ACAGTAACCA GTGACTGCCC TGTCACTGCT GAAAAGGTAA 
501 AGGAACCATA T ATTC AAGTG TCAGCTTTAA AAAATGGAAG CTATTTGGTT 
551 CTAACCAGTA GAACAGATTG CTCAATACCA GCATATGTTC CCAGCATTGT 
60 1 A ACTGTGAAC G AAAC AGTTA AGTGTTTTGG GGTTGAGTTT CATAAACCAC 
651 TATACTCAGA AAGTAAAGTC AGCTTTGAAC CACAAGTTCC ACATCTGAAA 
70 1 CTACGCTTGC CAC ATCTGGT TGGGATTATT GCAAGTCTTC AAAATTTGG A 
751 AATTGAAGTA ACNAGCACCC AAGAGAGTAT ANAAGATCAG ATTGAAAGAG 
801 TTCAATCACA GCTTCTTCGG CTGGACATTC ACGAGGGAGA CTTTCCTGCT 
851 TGGATTCAAC AACTTGCTTC TGCAACCAAG GACGTCTGGC CTGCAGCTGC 
901 TAAAGCTCTT CAAGGCATAG GTAACTTTTT ATCT AAT ACT GCCCAGGGAA 
95 1 TATTTGGAAC TGCTGTAAGT ATTCTATCCT ATGCCAAGCC TATTCTTATA 
1001 GGAATAGGTG TTATACTTTT G ATTGC ATTC TTGTTTAAGA TTGTATCATG 
1051 GCTTCCTGGG A AG A AG AAA A AGAACTAGGA CATCTGCATC TTCCAGAAGA 
1101 CGATCCTCTG CCCAATTTAG ATGTGCTCCT GGGTCTTGAT CATATGGAAT 
1151 CCAATGAAGG ACCTGATCAA AATCCAGGAG CTGAAAAGAT C T A C ATTC A A 
1201 CTCCAAGCAG TCCCAGGGGA AGCCTCAGAG AAAACTTACA AATTTGGATA 
1251 TGAAGACAAA GAGGCACAAA ATCCTGACTT AAAAATGAGA AATTGGGTTC 



Seq. ID 4 
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35 I GCAACTGCTT ATGCTTAAGA ATGAATCAGT ATATTGTTTA GGAATAAGTT 
40 1 ATAGTTTATA AGAAGTTAAT CCTTAGGGAG TATTTGGTG G AAATGACTGA 
45 1 GTG ACATGAA GTTTATTCAC CATACTCTCA ATAGGAGCCA CTAGTTGAGC 
50 1 CTGTGCGTTC AAATCCATGC TCAGCTTAAG TGACTCCCTT TTAGTTTCAC 
55 1 TTTAAGTTAA GTT A G G A AT A AGTTCCATAT AATCCTAAGG GAGTATGTGG 
60 1 ACCTTCTTGT TAGGAAATAG TTTAAGATAG TCC ACAGCTC CCTTCTTTTT 
65 1 G AGTTCTAGT CTTTGTTAAG TTTGTTGGCT CATACAGATA AAGTGCTCAT 
1 5 70 1 T A A A C A G G A A ACCGCAACCG GGTAAAGGTT AGCACAGTAA ATTAAGCTAG 

75 1 CAGTTACTCA AGAGCCCGGT AAGCATTCAA G T A G TTC G A A TCCCTTTAAT 
80 1 GCTGACGGAT TGCTCTTTAG TGAGGTGATG TAATCTGTTT TTG C A ATCTG 

20 

85 ! AAATGTGTGT TTGCACAGGA A GTTG T A C A A GAAAGGG A AT G G CTA A ACTT 
90 1 GTTACAGTTC GAACAAACAT TTAGC AATTT CCTTTGCTTT TGGAGTTCGA 
25 95 I GCCTTGTACT TATACTTTGA GCATATGTAT TGTAACACCT AAGTATGG AA 

1001 AAATCTCCAA GTATGAGTCA CGAGATGCTT GGCTCACTGC GTTGGACGAC 
105 1 TGGAAAGAAG CTTCAACAGT CGGGACAGCA TCTCGAAGAA GGCCTCCGGA 

30 

1101 ATG AAAGAGT GAAAAATGAA GTCTCCTCAT TCAGAG AGCC TTCTTTTAGA 
1151 ATTTCAGGCA G AATAGAGTT TCC A AT AG AA TAAACTTTTG TATTAGCAGA 
35 1201 TAGATAGGAT ATATAATCTC TGCTTTAG AT TGTACGGGAG CTCACCACTA 

1 25 1 CTCGCTGCGT CGAGAGTGTT CGAGTCTCTC CAGGCTTGGT AAGATATAAA 
1 30 1 CTTTGGTATT CTCTGTATTC TTATG ATCC A ATATTACTCT GCTTATAG AT 

40 

1351 TGTAATGGGC AATGGCAATG CTTTATCAAT GAATG ATTTT ATGGTGAATT 
1 40 1 AAGTTCATAT ATGTTTTAAG AAGTTTAAC A ATAAACCG AC TTAATTCGAG 
45 1451 AACCAGATTT ATTAGTATTG TCTCTTTCTA TACTTTAAGT AAAGTG AAAG 

1501 GAGTTGTATA TTAGC CTTGC TTATAAGAGC CATCTAGTGG TATAAGTGTG 
1551 TACTACACTT ATCTAAA 



50 



A 3' internal region of SFVHu-1 has also been sequenced. This 
sequence includes ORF 1 (Open Reading Frame) and ORF-2. which are 
overlapping genes, and includes 3' sequence from env and bel genes. This 
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AATGTCTGGTCACAAATGCAGCTACCTTAGCTGCGCCTCCAATACTGAGG 
CCTG AA AG ACCTGT A AAGCCTTTTG ATA AA 1 ' 1 ' 1" I ' V\ GTTG ACTATATTGG 
CCCTTTACCCCCTTCTAATGGGTACTTACATGTCCTTGTAGTAGTCGATG 
GT ATG ACTG G ATTTG T ATGGTT A 

Seq. ID 2 

TT ACT A C AA G G AC AAT ATC C A A A A G G TTTTC C A A AA C A AT ATC AAT ATG A 
ACTTAATGAAGGACAAGTTATAGTAACTCGTCCT.\ATGGACA.\AGAATTA 
TTCCTC C ,-\ A A ATC A G A C A G G CCTC A A ATT ATTTTG C A A G C A C AT A AT A TT 
G C AC A T A C A G G .AA GAG ATTC A A CC TTTCTT A A G G TCTC TTC C A A G T ATTG 
GTGGCCAAATCTTAGAAAGGATGTGGTTAAAGTTATCAGACAATGTAAGC 
AATGTCTGGTCACAAATGCAGCTACCTTAGCTGCGCCTCCAATACTGAGG** 
CCTG A AAG ACCTGT AAAGCCTTTTG AT AAATTTTTTGTTG ACTATATTGG 
CCCTTTACCCCCTTCTAATAGGTACTTACATGTCCTTGTAGTAGTCGATG 
G TATG ACTG G ATTTG T ATGGTT A 

The relationship between each of the isolates and other known 
spumaviruses is shown in Fig. 5 which is a phyiogenetic tree showing the 
percent homology of the nucleotide sequences of these viruses and in Figure 



The 5' end of the LTR of SFVHu- 1, of 1 567 nucleotide bases, has 
also been sequenced, and is shown as Seq. ID 3. 

1 TTCCCAATAA AC ATC ATC CT GGGTGGACTA GACATCTTAC TAAATTCAAG 
5 1 ATATCTAG AT TCTCCACTCC TGCTGATGTC C AG AAA ATTG TGGATGAGCT 
1 0 1 TCTCCCTAGA GGAGC AAGC A TTGTAATGCC TG ATGGAACA AAGTATCCAA 
1 5 1 GTACCAG AAA AGTGCACTTA GTC A ATG AAG GAACCCTTGT AG AATACC A A 
201 GCCAAATGTA AGGAGATAGA G G A A A A GT A C GGAGGATGCT TTTCTACAGA 
25 1 TAGTGATGAT GACAGTGATG ATTACTCTG A GGATACTCCA G/VA ACTG AAA 
301 CCACTGATGT G G A AT AG ACT AC AGTGTTA A GG ATTC AC AT A A TCTG C CT A 
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commonly called simian foamy viruses, or SFV), simian T-lymphotropic 
viruses (STLV), and simian type D retroviruses. 1,823 samples from 13 
institutions in the United States had been tested for simian 
immunodeficiency virus; samples from 231 of the participating volunteer 
5 workers were also tested for other retroviruses from non-human primates. 

Three of these 231 workers (1.3%) were determined to be infected with a 
SFV-like virus by serology and PCR. 

An immunofluorescent assay that was developed using cells infected 
with SFV serotype 3 identified antibodies to a SFV-like virus in recently 

10 collected serum specimens from all three workers. The 3 specimens were 

also western blot positive, showing reactivity to both p70 and p74 gag 
precursor bands of SFV-3 antigen. Repeat testing of additional sera 
obtained from these 3 workers at later time points are also positive in both 
assays. (These workers or cases are herein identified individually as Case 

15 A, Case B, and Case C.) 

Additional blood samples from these three cases were tested for SFV 
proviral DNA sequences using polymerase chain reaction (PCR) assays 
employing primer sets from two regions of the polymerase gene that are 
conserved among known primate foamy viruses. All three cases were PCR 

20 positive in both regions. The PCR products from one region were 

sequenced. The sequences from each case were distinct from each other but 
all showed greater than 80% homology to known non-human primate foamy 
virus sequences. The partial sequences, produced with DNA polymerase 
PCR primer, of the viral sequence of the present invention is shown below. 

25 Seq. ID 1 is a viral DNA sequence isolated from infected Cf2Th cells and 

Seq. ID 2 is a viral DNA sequence isolated from PBLs from Case A. There 
is 99.76 % homology between the two sequences. The corresponding RNA 
sequences and resulting proteins can be deduced from these sequences. 

Seq. ID 1 

30 TTACTACAAGGACAATAl'CCAAAAGGTTTTCCAAAAC.AATATCAATATGA 
ACTTAATGAAGGACAAGTTATAGTAACTCGTCCTAATGGACAAAGAATTA 
TTCCTCCAAAATCAGACAGGCCTCAAATTATTTTGCAAGCACATAATATT 
GCACATACAGGAAGAGATTCAACCTTTCTTAAGGTCTCTTCCAAGTATTG 
G TG G CC A A A TC TT A G A A A G G ATG TG G TT A A A G TT ATC A G AC AATG T AA G C 
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line showing control Cf2Th cells that were co-cultured with normal human 
peripheral blood lymphocytes, indicating there was no constitutive reverse 
transcriptase activity in these cultures . 

Figure 3 is a Western blot of sera from Case A. Case B and Case C 
and the sera of spouses of two of the cases. The sera was tested against the 
whole cell lysate from Cf2Th cells infected with the spumavirus isolate. 
Whole cell lysate of uninfected Cf2Th were used as a control for 
seroreactivity towards nonviral proteins. In addition, the sera of Case B 
provides a view of the history of infection because of the existence of Case 
B sera obtained in 1967, and in 1978. 1980, and 1 98 1. 

Figure 4 is a phylogenetic tree showing the relationships between the 
sequences of the viruses of the novel spumavirus of the present invention 
and known spumaviruses. 

Figure 5 is a comparison of the nucleotide homology of the 
sequenced portion of the present invention and other retroviruses. 

Detailed Description of the Invention 

In response to the identification of simian immunodeficiency virus 
infection in an occupationally exposed workers. Centers for Disease Control 
and National Institutes for Health collaborated in an anonymous serosurvey 
of persons with similar work exposures. Simian immunodeficiency virus 
seroreactivity was present in 3/427 (0.64%) stored serum samples from 
these anonymous workers (See CDC. Anonymous survey for simian 
immunodeficiency virus (SIV) seropositivity in SIV laboratory researchers 
- United States, 1992. MMWR Morh Mort Wkly Rep 1992; 41: 814-5; 
Khabbaz RF, et al.,. Brief report: infection of a laboratory worker with 
simian immunodeficiency virus. New Eng J Med. 1994; 330: 172-7). 
Consequently, a voluntary testing and counseling program was developed 
that allowed linkage between specific exposures or health outcomes and 
serostatus of persons occupationally exposed to simian immunodeficiency 
virus. The workers enrolled in this voluntary linked prospective simian 
immunodeficiency virus surveillance are also at occupational risk for 
exposure to other retroviruses common in nonhuman primates (non-human 
primates). 

Therefore, in 1995. the linked surveillance was expanded to include 
voluntary testing and counseling for exposure to simian spumaviruses (more 
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It is another object of the present invention to provide a method of 
detecting a spumavirus. 

It is yet another object of the present invention to provide methods 
and compositions for detecting the presence and amount of spumavirus in a 
5 body fluid or organ. 

A further object of the present invention is to provide compositions 
and methods for treating genetic and physiologic disorders using gene 
therapy techniques comprising the novel spumavirus of the present 
invention as a vector for nucleic acid sequences and antisense sequences. 
10 Another object of the present invention is to provide compositions 

and methods useful for manipulating the expression of genes. 

Yet another object of the invention is to provide vaccines. 

Yet another object of the present invention is to provide 
compositions and methods for treating viral infections in humans or 
15 animals. 

Another object of the present invention is to provide compositions 
and methods that are effective in treating genetic diseases. 

Yet another object of the present invention is to provide a method of 
treating microbial infections in humans or animals. 
20 It is another object of the present invention to provide for treatments 

of conditions that are caused in part by rapidly dividing cellular growth. 

Another object of the present invention is to provide live 
recombinant virus vaccines. 

An object of the present invention is to provide diagnostic tools such 
25 as antibodies or antigens for the monitoring of the blood supply or organ 

and tissue donation for the presence of spumavirus. 

These and other features and advantages of the present invention will 
become apparent after a review of the following detailed description of the 
disclosed embodiments and the appended claims. 

30 

Brief Description of the Drawings 

Figure 1 shows a transmission electron microscope 
photomicrograph of viral particles in Cf2Th canine thymocytes. 

Figure 2 shows tissue culture AMP-reverse transcriptase activity in 
35 canine thymocyte cells (Cf2Th) co-cultured with peripheral blood 

lymphocytes from an infected case worker. Along the baseline is another 
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The present invention further includes methods and compositions for 
the use of replicating viral system to kill live dividing cells m a host or in 
vitro. In in vitro uses, SFVHu-1 can be used to detect and kill rapidly 
dividing cells. Foamy viruses, including SFVHu-1, can infect a wide 
5 variety of species of celis and can be used in many in vitro cell systems. 

For example, if the assay of the in vitro cell system required the 
identification of quiescent cells, application of SFVHu-l to the tissue culture 
system would result in the selection of the rapidly dividing cells by SFVHu- 
1. The tissue culture cells would be infected, but because SFVHu-1 has a 

10 productive infection and cytopathic effects only in dividing cells, the 

dividing cells are killed by such dividing cells would be infected by SFVHu- 
1 and killed by such infection. The remaining non-dividing cells of the 
culture would remain alive. 

In a host, the ability of SFVHu-1 to infect dividing cells provides an 

15 excellent treatment for conditions due to the presence of rapidly dividing 

cells. For example, a person with disease due to rapidly dividing cells, such 
as cancer or any known angiogenic condition, could be infected with 
SFVHu-1. Such virus may or may not carry other, exogenous genes for 
other effects in the host. Because SFVHu-1 does not cause disease in the 

20 host and there is no transmission of the virus to contacts with the host, only 

the person with the disease from rapidly dividing cells will be treated. In 
addition, only the rapidly dividing cells of that host person will be infected 
by SFVHu-1. and the rest of the body will remain uninfected. The virus 
will infect the rapidly dividing cells and kill them. For example, a person 

25 with a fast growing tumor would be infected with SFVHu- 1 and the cells of 

the tumor would be destroyed by the virus. The SFVHu-1 can be 
recombinantly modified to be selective for cellular receptors on the tumor to 
make the virus even more specifically targeted to just those cells. 

Such treatment with SFVHu-1 could be used for any condition in 

30 which rapidly dividing cells provide an aspect of the pathology of the 

condition. One such condition is the presence of uncontrolled angiogenesis 
within the body. Angiogenesis dependent diseases are well known in the art 
and are caused in part by the rapid growth of blood vessels. 

Accordingly, it is an object of the present invention to provide a 

35 composition comprising a novel spumavirus. 



BNSDOCID- <WO 



9835024A1 . I ... > 



WO 98/35024 




PCT/US98/02598 



6 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



BNSDOCID <WO . 983S024A1 I > 



The present invention also includes methods and compositions for 
detecting spumavirus in biological fluids. The methods and compositions, 
including kits, can be in any configuration well known to those of ordinary 
skill in the art. The present invention also includes antibodies specific for 
the spumavirus and antibodies that inhibit the binding of antibodies specific 
for the spumavirus. These antibodies can be polyclonal antibodies or 
monoclonal antibodies. The antibodies specific for the spumavirus can be 
used in diagnostic kits to detect the presence and quantity of spumavirus in 
biological fluids or in organs from nonhuman primates tor 
xenotransplantation. Antibodies specific for spumavirus may also be 
administered to a human or animal to passively immunize the human or 
animal against spumavirus, thereby reducing infection after accidental 
exposure to nonhuman primate bodily fluids. 

The present invention also includes compositions and methods, 
including kits, for detecting the presence and quantity of antibodies that bind 
spumavirus in body fluids. The methods, including kits, can be in any 
configuration well known to those of ordinary skill in the art. Such kits for 
detection of spumavirus itself or detection of antibodies to the spumavirus 
can be used to monitor the blood supply for the presence of spumavirus in 
the blood supply. 

The present invention also includes methods and compositions 
comprising recombinant live virus vaccines. The virus of the present 
invention has areas of its genome that make it ideal for the insertion of 
exogenous genes. The genes can code for any protein for which vaccination 
or gene therapy is desired. Because SFVHu-1 replicates at a higher level 
than other known foamy viruses, it is capable of providing a high level of 
antigen to the host carrying the virus. After administration of SFVHu-1 to 
the host, the virus would infect the cells, replicate and provide protein 
antigens to the immune system of the host. A novel aspect of such 
recombinant live viruses is that SFVHu-1 does not cause disease in the host 
organism. Additionally, there is no transmission from one host organism to 
other non-infected host organisms, even by close contact with exchange of 
bodily fluids. The recombinant live virus vaccines of the present invention 
are a safe way to provide antigen in a most optimum method to the immune 
svstem. 
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The novel spumavirus of the present invention has utility as a 
reagent for the immunological screening of the human population for the 
prevalence of such viruses in the population. The novel spumavirus of the 
present invention can also serve as a vector in gene therapy because the 
5 virus appears to cause no disease in humans and is not transmitted to other 

humans. Additionally, the novel spumavirus of the present invention can be 
used as a reagent in pathogenicity studies of these and related viruses. 
Moreover, the sequences of the novel spumavirus of the present invention 
can be used as probes to detect virus in biological samples. Vectors include, 
10 but are not limited to, procaryotic, eucaryotic and viral vectors. The foamy 

virus of the present invention can also be used as a live recombinant virus 
vaccine. Additionally, the spumavirus of the present invention can be used 
as a replicating viral system to kill live dividing cells, either in vitro or in 
vivo, 

15 The spumaviruses or foamy viruses are by far the least well 

characterized of the retroviruses. They have been isolated as agents that 
cause vacuolation ("foaming") of cells in culture from a number of 
mammalian species, including monkeys, cattle, cats, and reportedly in 
humans. Persistent infection with these viruses is not associated with anv 
20 known disease. 

Recent studies using improved diagnostic assays have shown no 
evidence of foamy virus infection of humans in studies of large populations 
(approximately 8.000 persons). Given these results, the identification of 
seroreactivity in three persons occupationally exposed to non-human 
25 primates is notable. The PCR identification of viral genome sequences in 

biologic specimens from all three, and isolation of the virus from one, 
confirm virus infection in these workers. 

The present invention includes the isolation and characterization of a 
spumavirus. SVFHu-1, that was shown to have been transmitted from non- 
30 human primates to humans at some point in the past. The retrovirus of the 
present invention, like another retrovirus of a more virulent nature, HIV-1 
(Human Immunodeficiency Vims) The spumavirus of the present invention 
does not appear to be readily transmitted from human to human. The 
spumavirus of the present invention can be used in constructing protocols 
35 for diagnosing spumavirus infections and may be used as a vector in gene 
therapy procedures. 
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96M-0311. Draft Public Health Service (PHS) Guideline on Infectious 
Disease Issues in Xenotransplantation. Federal Register Vol.6 1, No. 185. 
September 23, 1996.). The primary animal species considered as donors for 
xenografts are baboons and pigs. Thus, what is needed are compositions 
and methods for detecting viruses that may be transmitted from the 
nonhuman organ donors to the recipient human. Additionally, information 
regarding these transmissible agents may provide valuable information about 
the organ donors' cellular receptors that may be important for transplantation 
success. 

Gene therapies have long looked for a good vector that can transport 
the foreign gene of choice into human cells. The lack of any known disease 
associated with the virus of the present invention makes the present 
invention an ideal candidate for gene therapy regimens. Thus, compositions 
and methods for gene therapy are needed that use a vector capable of 
carrying a significant amount of foreign DNA that will enter the host 
organism and not cause disease. 

Compositions and methods for vaccination using recombinant live 
retroviruses are also needed. A live virus, that causes no illness in humans, 
and that has genes of antigens of choice incorporated into Us genome, would 
provide for an excellent vaccination tool. The retrovirus would reproduce in 
the human host and expose the immune system to antigens so that an 
immune response can be initiated. 

Targeted attack on reproducing cells is a goal of cancer treatment. 
What is needed is are compositions and methods for cancer treatment that 
are specific for dividing cells that do not cause systemic damage to the 
cancer patient. A virus that could infect and kill dividing cells, without 
killing other cells of the host would provide a solution for cancer treatment. 

Summary of the Invention 

The present invention is directed to compositions and methods 
comprising a novel spumavirus or foamy virus, known as SVFHu-1. The 
present invention comprises a spumavirus isolate of human origin that has 
been definitively isolated from a human with no disease. The novel 
spumavirus of the present invention has been maintained through tissue 
culture cells where it causes the characteristic vacuolation of the cells that is 
known for foamv viruses. 
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lacked definitive evidence of human infection and were not subsequently 
confirmed. (See Heneine W, et al.. Absence of evidence for human 
spumaretrovirus sequences in patients with Graves' disease [letter]. J Acq 
Immune Defic Synd & Human Retrov. 1995; 9: 99-101; Simonsen L, et 

5 al.,. Absence of evidence for infection with the human spu mare tro virus in 

an outbreak of Meniere-like vertiginous illness in Wyoming, USA [letter]. 
Acta Oto-Laryngologica 1994; 1 14: 223-4; and Heneine W., et al., Lack of 
evidence for infection with known human and animal retroviruses in patients 
with chronic fatigue syndrome. Clin Infect Dis 1994; 18: S 121-5). 

10 To the knowledge of the inventors, there has not been a 

documented, definitive isolation of a spumavirus, such as the one of the 
present invention, from humans. Previous reports of human spumavirus 
isolates are now widely regarded as laboratory contaminants. 

Recent publications indicate that earlier serological tests showing 

15 human spumavirus antibodies in the human population were incorrect. 

Immunological investigation of a previously reported human spumavirus 
revealed that it shared common antigens in complement fixation, 
immunofluorescence and neutralization assays with the chimpanzee foamy 
virus, SFV-6. Furthermore, failure to detect serological evidence of HFV 

20 infection in people from a wide geographical area suggested that this virus 

isolate was a variant of SFV-6, particularly since sera from chimpanzees 
naturally infected with SFV-6 neutralized both viruses. In a survey for 
prevalence of human foamy virus in more than 5000 human sera, collected 
from geographically diverse populations, none of the serum samples were 

25 confirmed as positive. Taken together with sequence analysis endorsing the 

phylogenetic closeness of the purported human spumavirus to SFV-6/7, 
these data strongly suggest that human foamy virus is not naturally found in 
the human population. (See Ali, M. et al.. "No Evidence of Antibody to 
Human Foamy Virus in Widespread Human Populations." AIDS Research 

30 and Human Retroviruses, Vol. 12, No. 15. 1996.) 

Recent concern that xenotransplantation, the use of living tissues 
from nonhuman species in humans for medical purposes, may introduce 
new infections into the human community has increased the importance of 
defining the ability of simian retroviruses to infect and/or cause disease in 

35 humans (See Chapman LE. et al. Xenotransplantation and xenogeneic 

infections. New Engl J Med 1995; 333: 1498- 1501; DHHS. Docket No. 
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immunodeficiency virus. New Eng J Med. 1994; 330: 172-7; Khabbaz RF, 
et al. Simian immunodeficiency virus needlestick accident in a laboratory 
worker. Lancet 1992; 340: 271-3; and CDC. Guideline to prevent simian 
immunodeficiency virus infection in laboratory workers and animal 

5 handlers. MMWR 1988; 37:693-704.) In addition to SIV. nonhuman 

primate species used in biomedical research are commonly infected with 
SFV (simian foamy virus), STLV (simian t-cell lymphotrophic virus), 
and/or type D retroviruses. All of these retroviruses cause lifelong 
infections in nonhuman primates, and some are known to be transmissible 

10 through sexual contact, blood, or breast feeding. Natural SFV infections in 

non-human primates have not been definitively associated with disease. In 
non-human primates, infection with the other retroviruses may result in a 
clinical spectrum ranging from asymptomatic infection to life threatening 
immunodeficiency syndromes or lymphoproliferative disorders. The 

15 transmission routes of SFVs among non-human primates remain undefined, 

but the prevalence of seroreactivity is high among captive adult non-human 
primates. 

Studies of the prevalence of spumavirus infection of humans are 
limited and the findings are not definitive. Though there is some evidence 

20 of human infection with SFV (antibodies and positive PCR results), such 

occurrence has been reported in only two persons, both of whom had 
occupational risks for infection. Associated disease was not reported in 
either. (See Schweizer M.. et al. Absence of foamy virus DNA in Graves' 
disease. AIDS Res & Human Retrov 1994; 10: 601-5; Neumann-Haefelin 

25 D, et al., Foamy viruses. Intervirology 1993; 35: 196-207; and Schweizer 

M, et al.. Markers of foamy virus infections in monkeys, apes, and 
accidentally infected humans: appropriate testing fails to confirm suspected 
foamy virus prevalence in humans. AIDS Res & Human Retrov 1995; 11: 
161-70.) There have been no published reports that virus was ever isolated 

30 from these infected individuals. 

Other inconclusive evidence was seen in early studies which 
described a relatively high rate of seroreactivity to antibodies to 
spumaviruses among human populations not known to be exposed to non- 
human primates. In some instances seroreactivity was suggestively linked 

35 to human disease, including disorders of the central nervous system, thyroid 

disease, and Chronic Fatigue Syndrome. In most instances these studies 
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NEW SPUMAVIRUS ISOLATED FROM HUMANS 

Technical Field 

The present invention relates to a novel retrovirus, a spumavirus. 
that has been isolated from humans. More particularly, the novel 
spumavirus may be used as a vector for gene therapy. The novel 
spumavirus may also be used as a recombinant live virus vaccine. 

Background of the Invention 

Spumavirus, also known as foamy virus for the characteristics of 
vacuolization the virus induces in cell culture, belongs to a distinct group of 
retroviruses. The simian foamy viruses (SFVs) include isolates from Old 
World and New World monkeys and arc classified into 10 different 
serotypes based on serological cross-reactivities. Virus appears to persist in 
the host for a long period of time in a latent form and can exist in the 
presence of neutralizing antibody. 

Currently the most studied retrovirus. Human Immunodeficiency 
Virus, is believed to be derived from nonhuman primate transmission into 
humans at some past time. Concerns about the risk of transmission of 
retroviruses from non-human primates to humans working in research 
laboratories were heightened in the early 1990's when two persons 
developed antibodies to SIV (Simian Immunodeficiency Virus) following 
work-related exposures, one of whom had clear evidence of persistent viral 
infection. (See CDC. Anonymous survey for simian immunodeficiency 
virus (SIV) seropositivity in SIV laboratory researchers -- United States, 
1992. MMWR Morb Mort Wkly Rep 1992; 41: 814-5: Khabbaz R.F., et 
al. Brief report: infection of a laboratory worker with simian 
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FV-Vektoren zur Expression von Fremdgenen in Saugern und deren 
Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft retrovirale , auf Foamy 
Virus (FV) /Spumavirus basierende Vektoren zur Einfuhrung einer 
gewiinschten, exprimierbaren DNA in Saugerzellen und 
Saugetiere, wobei der retrovirale Vektor folgende Sequenzen 
umfa&t: Eine erste DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript 
eines Teils eines felinen FV (FeFV) entspricht, und eine 
zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien erlaubt . 
Die vorliegende Erfindung betrifft auch diese Vektoren 
enthaltende Arzneimi ttel . 

Retroviren sind RNA-Viren, bei denen die viralen Gene von 
einem einzelstrangigen RNA-Molekul codiert werden. Nach 
Eintritt in die Wirtszelle wird die virale RNA liber reverse 
Transkription in ein doppelstrangiges DNA-Molekul umgewandelt, 
im AnschluS daran gelangt diese DNA in den Nucleus und 
integriert sich in das Wirtsgenom als sogenanntes Provirus, 
das wiederum die Matrize fur die Expression viraler Gene und 
die Synthese von Virion-RNA ist. Die viralen Genprodukte und 
die Virion-RNA lagern sich zu einem intakten Virion zusammen, 
das dann die Zelle wieder verlassen und neue Zellen infizieren 
kann . In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, daS es 
mittels Retroviren moglich ist, Fremd-DNA in einen gewiinschten 
Organismus einzuschleusen und dort auch zur Expression zu 
bringen. Somit bieten sich Retroviren grundsatzlich als 
Vehikel fur eine Gentherapie an. Allerdings waren die damit 
bisher erzielten Erfolge noch nicht zuf riedenstellend, da in 
der Regel die bei der Behandlung von Tieren bzw. Menschen 
verwendeten retroviralen Vektoren nur eine geringe Effizienz 
aufweisen. Besonders die qualitativ ungenugende und zeitlich 
limitierte Expression des therapeu t i schen Gens stellen 
wesentliche Limi tierungen der derzeitigen retroviralen 
Vektoren dar (Anderson 1998, Nature 392, 25). 
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Somit liegt der Erfindung im wesentlichen das technische 
Problem zugrunde, einen viralen Vektor bereitzustellen, mit 
dem effizient heterologe Gene in einen gewunschten Sauger, 
beispielsweise Katze oder Mensch, eingefuhrt und effizient 
expriraiert werden konnen. 

Die Losung dieses technischen Problems wurde durch die 
Bereitstellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten 
Ausf tihrungsf ontien erreicht. 

Es konnte gezeigt werden, daS mittels eines auf einem felinen 
Foamyvirus (FeFV) basierenden Vektors gewunschte heterologe 
Gene effizient in einen gewunschten Sauger eingefuhrt werden 
konnen und dort auch exprimiert werden. Die Vorteile eines auf 
dem felinen FV basierenden Vektors beruhen vermutlich auf 
dessen Repl ikationsmechanismus , der sich von dem anderer 
Retroviren unterscheidet . Bespielsweise weisen FeFV einen 
internen Promotor zur Expression der regulatorischen "bel"- 
Gene auf, die fur die Replikation des Virus erforderlich sind. 
Die Expression der "Pol " -Proteine erfolgt zudem uber eine 
gespleiSte RNA und nicht als Teil eines "Gag-Pol"- 
Fusionsproteins. Da das FeFV eine produktive und lebenslang 
persistierende Infektion der Katze mit permanenter 
Antigenexpression induziert, verfugt das FeFV intrinsisch uber 
Mechanismen, die oben genannten Mangel bekannter Vektoren zu 
uberkommen. Weiterhin sind Spumaviren physikalisch relativ 
stabil (minimale Titerreduktion bei Lagerung bei 4°C) , sie 
weisen eine geringe genetische Variation auf, haben eine hohe 
insertionskapazitat und gelten als apathogen; Charakteristrka, 
die die Anwendung als retrovirale Vektoren begiinstigen. 

Zur Herstellung eines beispielhaf ten Vektors wurde das gesamte 
Genom von felinem FV (FeFV) von den Nukleotidpos itionen 17 bis 
zum 3-LTR in den prokaryontischen Vektor P AT153 in seguen- 
tiellen Schritten zwischen die EagI-(5'LTR) und die Clal- 
(3'LTR) Restriktionsschnittstellen eingef ugt . Am 5'-Ende des 
viralen DNA-Inserts befinden sich dabei verschiedene 
eingef ugte Restriktionsschnittstellen. Diese rekombinante DNA 
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ist z .B. in E. coli K12 genetisch stabil . Die biologische 
Aktivitat der rekombinanten FeFV-DNA (Expression infektioser 
Virionen) wurde nach Trans fektion in permissive Zellen (CRFK) 
uberprtift und es zeigte sich, daS infektidse Virionen gebildet 
wurden . Diese unterschieden sich in ihrer Genexpression nicht 
von dem Ausgangsisolat ( nicht-kloniertes FeFV) . Daruber hinaus 
konnte gezeigt werden, daS bei Verwendung dieses viralen 
Vektors , bei dem DNA-Sequenz en, die fur Neutralisations- 
relevante Epitope des Env-Ober f lachenpr o t e in~s eines 
serologisch distinkten, genetisch verschiedenen FeFV-Isolats 
insertiert wurden, diese heterologen Domanen in transf izierten 
Zellen in funktionell aktiver Weise exprimiert wurden. 

Somit betrif ft eine Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
einen retroviralen Vektor zur Einfuhrung einer gewiinschten, 
exprimierbaren DNA in eine Saugerzelle, wobei der retrovirale 
Vektor folgende Sequenzen umf afit : Eine erste DNA-Sequenz, die 
dem reversen Transkript mindestens eines Teils eines felinen 
FV-Genoms entspricht, und eine zweite DNA-Sequenz, die die 
Propagation in Bakterien und somit die effiziente und 
gerichtete genetische Modifikation erlaubt . 

Ein weiterer Bestandteil des Vektors ist ggf . eine gewunschte, 
exprimierbare Fremd-DNA/ therapeutisches Gen. 

Der hier verwendete Ausdruck .reverses Transkript 

mindestens einem Teil eines FV-Genoms entsprechend" betrifft 
jede FV-DNA, die noch in der Lage ist, alle Funktionen des FV- 
Vektors, die fur die Insertion der Fremd-DNA und deren 
Expression notig sind, zu gewahrleis ten . 

Der hier verwendete Ausdruck " Sequenz , die die Propagation in 
Bakterien erlaubt", betrifft Sequenzen, die einen "ori" fur 
die Replikation in Bakterien, ein Markergen und/oder 
Resistenzgen enthalten. Beispielsweise kann eine solche 
Sequenz aus pAT153 (Twiggs und Sherrat, 1980, Nature 283, S. 
216) stammen. 
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Von den Erfindern wurde herausgefunden, date zwei Arten von 
genetischer Modifikation bzw. Vektortypen vorteilhaft sind: 

1) selbst-replizierende, replikationskompetente Vektoren, 
bei denen die Insertion heterologer Gene die 
Replikations f ahigkei t nicht beeintrachtigen und die im 
therapeut ischen Wirt replizieren konnen. Bei den selbst- 
replizierenden Vektoren ist keine Packaging-Zel linie oder 
ein Helfervirus notwendig; 

2) replikationsdef ekte Vektoren, bei denen z.B. die" gesamten 
Strukturgene (gag, env, pol) durch die Fremd-DNA ersetzt 
wurden. Die Virionenbi ldung erfolgt in sog. Packaging- 
Zellinien, die alle deletierten Funktionen in trans zur 
Verfiigung stellen (gag, env, pol). In diesen Vektoten 
sind die fur die Verpackung der Genome und Expression der 
Fremd-DNA notwendigen cis-Sequenzen erhalten. 

Spumaretroviren/Foamyviren gelten allgemein als apathogen, 
obschon sie unter bes timmten experimentellen ( artif iziellen) 
Bedingungen ( transgene Mause) Krankheiten auslosen konnen. Die 
"apparente Apathogeni tat " von Foamyviren ist einer ihrer 
groSen Vorteile als retroviraler Vektor . Bei alien selbst- 
replizierenden FeFV- Vektoren sollte jedoch bevorzugt der 
starke Bel 1-Transaktivator zumindest funktionell inaktiviert, 
vorzugsweise aber komplett deletiert sein. 

Die in die erf indungsgemafien Vektoren einbringbare Fremd-DNA 
unterliegt keiner Beschrankung und es sind prinzipiell alle 
Krankheits-relevanten Gene moglich. Beispiele fur Fremd-DNA 
(auch heterologe Gene oder therapeut ische Gene genannt) sind 
Immunmodulatorische Gene zur Aktivierung oder 
Suppression von Immunreaktionen im Zuge von Anti- 
Krebstherapien, z.B. Inter leukin-2 , -1, -10 etc., 
gamma-Interf eron, Tumor Nekrosis Faktor, spezielle 
Tumorantigene 

Suizidgene zur spezifischen Destruktion der 
entsprechend infizierten Zellen, z.B. HSV Thymidin- 
Kinase, E . coli Cytosin Deaminase, Polynukleosid- 
Phosphorylase 
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funktionell intakte Gene zur Substitution 
funktionell defekter Gene im Zuge der somatischen 
Gentherapie, 

Expression von trans -dominant negativen Mutanten- 
Proteinen, die inhibitorisch im Rahmen der "pathogen 
derived resistance" oder " intrazellularen 
Immunisierung " eingesetzt werden, 

Gene, deren Proteinprodukt aus transgenen Tieren in 
geeigneter Form in technisch/ indutriellem "MaSstab 
insoliert und gereinigt werden kann, z.B. Faktor X 
der Blutgerinnung oder dgl . 

Erf indungsgemaS handelt es sich bei dem retroviralen FV-Vektor 
um einen Vektor bei dem das Genom des felinen Foamyvirus 
(FeFV) verwendet wurde. Dabei kann es sich um einen Vektor 
handeln, bei dem die erste DNA-Sequenz die FV-DNA-Sequenz des 
Vektors FeFV-7 ist. Dieser Vektor wurde als Plasmid pFeFV-7 
bei der DSMZ , Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig am 23. 
November 1998 unter DSM 12514 hinterlegt . 

Die erste DNA-Sequenz des Vektors kann sich j edoch von der 
DNA-Sequenz des Vektors pFeFV-7 unterscheiden und lediglich 
von ihr abgeleitet sein. Der FeFV-Anteil des Plasmids kann 
beispielsweise in der Weise modifiziert sein, dafi er 
entsprechend den Anf orderungen des Vektorkonzepts (selbst- 
replizierender oder replikationsdef ekter Vektor) genetisch 
verandert wird und die Fremd-DNA (oben auch als heterologes 
Gen bzw. ther apeu t i s che s Gen bezeichnet) unter der 
transkriptionellen Kontrolle des FeFV oder eines heterologen 
Promotors insertiert wird. Beispielsweise kann sich die erste 
DNA-Sequenz auch von der des erf indungsgemaSen Vektors pFeFV-7 
bezuglich der Lange unterscheiden, oder verschiedene Nukleo- 
tidadditionen, -deletionen oder substitut ionen aufweisen, 
beispielsweise von einem anderen Feldisolat von FeFV stammen, 
solange die gewunschten Eigenschaf ten des Virus, 
beispielsweise hinsichtlich Infektiositat, Replikation, 
Insertion und Expression der Fremd-DNA fur die gewunschten 
erfindungsgemaEen Zwecke erhalten bleiben. Der Fachmann kann 
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mittels ublicher Methoden, beispiel swei se den in den 
nachf olgenden Beispielen oder in Winkler et al . , J .Virol . 71 
(1997), 6727-6741, angegebenen Verfahren bestimmen, ob die fur 
die Herstellung des retroviralen FeFV-Vektors verwendete DNA- 
5 Sequenz noch die erf orderlichen Bedingungen erfullt. Daruber 

hinaus konnen allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte 
Verfahren zur Konstruktion der erf indungsgemafien retroviralen 
Vektoren verwendet werden . Zu diesen Verfahren zahlen 
beispielsweise libliche in vi tro-Rekombinat ions techniken , syn- 
10 thetische Verfahren, sowie in vivo-Rekombinat ionsver f ahren . 

Die gewtinschte, zu exprimierende Fremd-DNA kann an jeder 
Stelle des FV-Genoms inseriert werden, vorausgesetzt , daS 
dadurch deren Expression gewahrlei s tet ist, sowie die 

15 gewiinschten Eigenschaf ten des FV (beispielsweise selbts- 

replizierender oder replikationsdef ekter Vektor) erhalten 
bleiben. Prinzipiell kann die Fremd-DNA an jeder Stelle des 
FeFV-Genoms insertiert werden. Es sollte allerdings so sein, 
da£ der FeFV-Anteil immer noch in dem oben angesprochenen 

20 Sinne (selbst-replizierender /replikations-def ekter Vektor) 

aktiv ist . Vorzugsweise wird die Fremd-DNA- Sequenz zwischen 
den 5 'LTR-Bereich und den 3 'LTR-Bereich inseriert. Bei selbst- 
replizierenden Vektoren konnen heterologe Sequenzen in die 
Gag, Env und Bel2-Gene bzw. in definierte Telle der 3 ' -LTR 

25 eingefugt werden, bei repl ikations-def ekten Vektoren werden 

bevorzugt die Gag, Pol, Env und akzessorischen/regulatorischen 
Gene durch die zu exprimierende Fremd-DNA ersetzt . Urn eine 
effiziente Expression der Fremd-DNA-Sequenz zu erhalten, ist 
es erf orderlich, diese so in den FV-Vektor zu inserieren, da£ 

30 sie mit geeigneten transkriptionellen Kontrollsequenzen 

funktionell verknupft vorliegt. Geeignete, fur die Expression 
in Saugern geeignete Kontrollsequenzen (d.h. Promotor- 
und/oder Enhancer-Sequenzen) sind dem Fachmann be kann t . Als 
Promotoren sind die dem Fachmann bekannten Promotoren 

35 verwendbar . Diese umfassen beispielsweise 

den genetisch modif izierten FeFV LTR-Promotor oder 
den internen Promoter 

konstitutiv aktive Promotoren, z.B. HSV-tk, CMV-IE 



zellulare housekeeping Promotoren, z.B. beta-Actm, 
GADPH 

zelltyp-spezifische Promotoren fur die Expression in 
haematopoetischen Zellen, dem ZNS , der Leber, Niere 
etc . 

induzierbare Promotoren, z.B. Insulin-, Corticoid-, 
Stress-, Ostrogen-abhangige Promotoren 
virus-aktivierbare Promotoren, z.B. HIV LTR fur 
intrazellulare Immunisierungen 

Promotoren, die durch etablierte Therapeutika 
aktiviert werden (Tamoxifen etc.) 

in einer besonders bevorzugten Aus f uhrungs f orm enthalt der 
retrovirale FV-Vektor aufierdem ein Gen, das einen 
nachweisbaren phanotypischen Marker codiert. Dies erlaubt die 
Uberprufung einer erfolgreich verlaufenen Transformation der 
gewiinschten Zielzelle. Geeignete Markergene sind 

beispielsweise : 

S-Galactosidase 

Resistenzgene gegen Neomycin, Hygromycin, Zeonin 
etc . 

(humanisiertes) green fluorescent Protein GFP 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Plasmid, das den 

erfindungsgemaSen FeFV-Vektor enthalt. Das Plasmid kann 

. , • rr „„i ■: 7 r r coli JM 109 oder DH5a, 

beispielsweise m E. coli, z.hs. n . cu-lj. 

vermehrt werden und aus diesen direkt isoliert werden. 

verfahren zur Transformation der Zellen zur Herstellung des 
erfindungsgemaSen FV-Vektors (beispielsweise tiber CaPO,- 
Prazipitation, Liposomen oder Elektrotransf ormation etc.) und 
zur phanotypischen Selektion von Trans formanten sind auf dem 
Fachgebiet bekannt . 

Nach erfolgter Vermehrung konnen die erfindungsgemaSen FV- 
Vektoren in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen Patienten 
oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren emgefuhrt 
werden. Das FeFV (und somit auch das davon abgeleitete Plasmid 





I 



15. Dezem&er . 1999 





8 



pFeFV-7) kann in Zellen humanen Ursprungs replizieren. Das das 
FeFV diese humanen Zellen auch infizieren kann, sind keine 
absolut essentiellen Veranderungen des Plasmids pFeFV und 
seiner Derivate fur die Replikation und Applikation in humanen 
Zellen und den Menschen notwendig. Fur die ex-vivo Applikation 
kommen die vorgenannten Verfahren sowie Co-Kultivierung mit 
Vektor-produzierenden Zellen und direkte Infektion mit dem 
retroviralen Vektor in Frage. Fur die in-vivo Applikation 
kommen in Frage: als DNA durch die Gen-Gun; Liposomen^Technik; 
als freies Retrovirus systemisch (z.B. intravenos), lokal 
(z.B. direkt in einen Tumor oder das lymphatische Organ) oder 
in Form eines Aerosols fur den Respirationstrakt . Es konnen 
analog auch die Vektor-produzierenden Zellen verabreicht 
werden . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch Zellen und 
transgene Tiere (d.h. Sanger, die bezuglich der mittels des 
erfindungsgemaSen FV-Vektors eingeschleus ten DNA-Sequenz 
transgen sind) . Verfahren zur Herstellung solcher transgener 
Tiere konnen beispielsweise in WO 91/08216 oder Schenkel, Jo- 
hannes, 1995, Transgene Tiere, Spektrum Akad . Verlag, 
Heidelberg gefunden werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Arzneimittel , die 
die vorstehend beschriebenen FV-Vektoren enthalten. Diese 
Arzneimittel enthalten gegebenenf al 1 s zusatzlich einen 
pharmazeutisch vertraglichen Trager. Geeignete Trager und die 
Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann 
bekannt. Zu geeigneten Tragern zahlen beispielsweise Phosphat- 
gepufferte Kochsal zlosungen, Wasser, Emulsionen, 

beispielsweise Ol/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, sterile 
Losungen etc. Die Art des Tragers hangt natiirlich davon ab, 
wie der erf indungsgemaEe FV-Vektor verabreicht werden soli. 
Die geeignete Dosierung wird von dem behandelnden Arzt 
bestimmt und hangt von verschiedenen Faktoren ab, bei- 
spielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des 
Tiers bzw. Patienten, dem Schweregrad der Erkrankung, der Art 
der Verabreichung etc.. 
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Der erf indungsgemafie FV-Vektor kann beispielsweise auch fiir 
die Expression von DNA-Sequenzen, die fiir neutralisierende 
Epitope pathogener Erreger codieren, verwendet werden, d.h. er 
kann fiir eine Vakzinierung gegeniiber diesen Erregern verwendet 
werden. Dies ist vor allem hinsichtlich solchen infektiosen 
Erkrankungen, beispielsweise bei Katzen, interessant, fiir die 
bisher keine geeigneten Impfstoffe zur Verfiigung standen. In 
diesem Zusammenhang ist zu beachten, daS es sich bei den 
expr imierten Epitopen urn therapeut ische (immunologisch) 
wirksame Domanen handelt und die Vakzinierung nicht z.B. zu 
einer Immunpathogenese bei nachf olgender Virus -Chal lenge 
fiihrt. Beispielsweise kann die Fremd-DNA-Sequenz fur neutra- 
lisierende Epitope des felinen Immundef izienz virus (FIV) 
codieren. Dabei wird ein FV-Vektor erhalten, der die 
effiziente Vakzinierung von Katzen gegeniiber FIV erlaubt. 
Andere geeignete Fremd-DNA sind virale Env-Oberf lachendomanen 
Oder T-Zellepitope von viralen Struktur- oder 
Nichtstrukturproteinen . Wie bereits oben ausgefiihrt ist die 
Verwendung der erf indungsgema&en Gegenstande aber keineswegs 
auf die Vakzinierung beschrankt, sondern stellt allgemein ein 
Vehikel fiir die Gentherapie dar . 



Urn die Prakt ikabi 1 i tat von FeFV-bas ier t en Vektoren zu 
demons trieren , wurden die fur die Virus -Neutral i sat ion 
relevanten Epitope des von den Erfindern verwendeten Isolats 
FUV durch die entsprechenden Sequenzen eines Isolats 951-ahn- 
lichen FeFV-Virus (Flower et al . , 1985, Arch. Virol. 83, S. 
53) ausgetauscht . Das genetisch modifizierte Virus ist 
replikationskompetent und wird aufgrund des Austausches von 
Neutralisations-relevanten Epitopen nicht mehr durch Seren 
gegen das FeFV-FUV- Isolat neutral isiert werden. Dieses 
genetisch modifizierte, nun 951-ahnliche FeFV kann eventuell 
aufgrund seiner distinkten immunologischen Charaktieristika in 
Katzen (oder Menschen) dann als gentherapeutischer Vektor 
eingesetzt werden, wenn bereits eine humorale Immunitat gegen 
den urspriinglichen, FUV-ahnlichen Vektor, vorliegt. Eine 
solche Situation kann vorliegen, wenn der therapeutische 
Einsatz des Vektors wiederholt durchgef iihrt werden muS. Somit 
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kann die Ver f ligbarkei t der immunologisch distinkten FeFV- 
Vektoren einen wesentlich f lexibleren Einsatz dieser 
rekombinaten Viren in der Therapie erlauben. Therapeutische 
Applikationen sind trotz bestehender Immunitat gegen ein FeFV- 
Virus-Isolat immer noch mit dem anderen FeFV-Serotyp moglich, 
was ein Vorteil ist, den keines der anderen retroviralen 
Vektorsysteme aufweist. 

Der erf indungsgemaEe FV-Vektor ist jedoch nicht nuf "fiir die 
Gentherapie/Vakzinierung von Tieren, beispielsweise Katzen 
geeignet, sondern auch fiir entsprechende Therapien beim 
Menschen. Aufgrund der Tatsache, daS (a) mit dem vorstehend 
beschriebenen erf indungsgemaEen FeFV-Vektor Katzen gegen FIV 
geimpft werden konnen und (b) die FIV-Inf ektion der Katze 
molekularbiologisch und pathogenetisch sehr stark der HIV- 
Inf ektion des Menschen ahnelt (siehe beispielsweise dazu Elder 
et al . , Aids Research and Human Retroviruses 14_ (1998), 797- 
801), kann davon ausgegangen werden, daE der erf indungsgemaEe 
FV-Vektor nicht nur zur Gentherapie beim Menschen hinsichtlich 
beispielsweise der Einflihrung von Tumorsuppressorgenen 
geeignet ist, sondern auch zur Durchf iihrung einer 
Schut z impf ung gegenuber HIV von Nutzen ist. Fiir die 
Vakzinierung gegen die HIV-Inf ektion bieten sich primar T-Zell 
Epitope und Sequenzen der HIV Struktur- und 
Nichtstrukturproteine an, die einerseits immunrelevante 
Epitope tragen und gleichzeitig zumindest moderat konserviert 
sind. Von den Erfindern wurde bestatigt, daE feline und humane 
Zellen den er f indungsgemaEen Vektor replizieren, und 
rekombinante Vektorpartikel werden in beiden Zelltypen (z.B. 
feline CRFK-Zellen, humane 2 93T-Zellen) gebildet. 

SchlieElich betrifft somit die vorliegende Erfindung auch die 
Verwendung des erf indungsgemaEen FV-Vektors zur Vakzinierung, 
vorzugsweise gegenuber FIV bei Katzen oder HIV beim Menschen. 

Die Figuren zeigen: 



Fig 1 : 



Schematische Darstellung der Organisation des FeFV- 
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Provirus 



Fig . 2 : 



Nucleinsaure-Sequenz und abgeleitete 
Aminosauresequenz von FeFV (Winkler et al . , J. of 
Virology, Vol. 71, No. 9, Sept. 1997, S. 6727-6741) 



Fig. 3 : 



Karte des Clons pFeFV-7 (Lange: 14.463 bp) 
Die pATl53 und die FeFV entsprechenden Anteile sind 
gekennzeichnet . AuSerdem sind die Fositionen der 
wichtigsten Restriktionsschnittstellen angegeben . 



Die nachs tehenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung. 
Beispiel 1 

Herstellung eines FeFV-Vektors (pFeFV-7) 

Die Gewinnung von FeFV-Isolaten, die DNA-Extraktion, die 
Konstruktion von rekombinanten FeFV-DNA-Clonen und die Analyse 
dieser Clone erfolgte im Prinzip wie in Winkler er al . , 
J. Virol. 71 (1997), 6727-6741, beschrieben. FeFV-DNA-Sequenzen 
von den Nucleotidposi tionen 5118 bis 7431 wurden durch "long- 
template PCR" unter Verwendung spezifischer Primer und der DNA 
von mit FeFV infizierten "Crandell " -Katzennierenzellen (CRFK- 
Zellen) durchgef iihrt . Die Primer sind: 

5118 : 5 * -CCTCATGCTTACGGGAATAATCTGGCTG-3 ' { forward) 

7 431: 5 * - G AAT AGC AT AC C AG AGC C T AC AGGGC TC - 3 ' ( r ever s e ) 

7163: 5 ' -CCAATTGGACAAGAGTAGAATCCTATGG- 3 ' ( forward) 

9 0 57: 5 ' -TTCTCCAAGGAGCTGCAGCCACTCTGG- 3 ' (reverse) 

577 5 : 5 • - TTTGCTC AGTGGGC AAAGGAAAGG AATATACAATTGG - 3 1 



Die erhaltene amplif izierte DNA wurde in pCRII-Vektoren (Fa. 
Invitrogen, Niederlande) mittels ublicher Verfahren cloniert. 
Korrekte recombinante DNA-Clone wurden mit Ndel (in FeFV) und 
Ecll36II (im pCRII-Vektor ) geschnitten und das erhaltene 



10522 : 



( forward) 

5 ' -GTTGACACTGATTTATATGGCACAATAATTCCTCTC - 3 



{ reverse ) 
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Fragment von etwa 2,3 kbp wurde in den FeFV-DNA-Clone 7 (der 
mit Clal gespalten, danach mittels Klenow-Polymerase mit 
glatten Enden versehen und schlieSlich mit Ndel geschnitten 
worden war) inseriert . Clone 7 enthalt FeFV-DNA-Seguenzen von 
den Nucleotidpositionen 17 bis 5811 (Winkler et al . , 1997). 
Durch diese Clonierung wurden FeFV-Clone erhalten, die sich 
von der Nucleotidposition 17 bis 7431 erstreckten (Clone 24 
und 2 8). 

Gleichzeitig wurde die FeFV-Insertion aus den rekombinanten 
Clonen 4,6 und 8, die F eFV-DNA- S equenz en von den 
Nucleotidpositionen 8636 bis zum 3'-Ende des 3 'LTR enthielten 
(Winkler et al . , 1977), in den Vektor pBluescript KS (Fa. 
Stratagene, Heidelberg) subcloniert, wobei die gemeinsamen 
flankierenden Restriktionsenzymschnittstellen des Polylinkers 
verwendet wurden. In den erhaltenen Clonen 5,7 und 15 
schliefien sich an das 3 'Ende des Genoms Clal- und Apal- 
Schnittstellen von den PCR-Primern und der Polylinkerstelle 
des Vektors an. FeFV-DNA-Seguenzen von den Nucleotidpositionen 
7163 bis 9057 wurden durch "long- template PCR" unter 
verwendung der oben genannten Primer amplifiziert und in das 
Plasmid pCRII wie vorstehend beschrieben cloniert, wobei der 
Clone V erhalten wurde. 

Zur Herstellung eines Clons, der die vollstandige provirale 
DNA enthalt, wurden die folgenden clonierten, vorstehend 
beschriebenen DNA-Fragmente in einer Dreifachligation 
miteinander verknupft: Das Apal (Vektorschnittstelle) /Pml I- 
Fragment der Clone 24/28 + das Pmll/ Pstl-Fragment der Clone V 
+ das Pstl/Apal-Fragment der Clone 5, 7 und 15. 

Die erhaltenen DNA- Clone waren genetisch stabil und enthielten 
F eFV-DNA von den Nucleotidpositionen 17 bis 11700 als 
insertion im pBluescript-Vektor . Die FeFV-Insertion zwischen 
den Eagi- und Clal-Stellen, die die FeFV-DNA flankieren, 
wurden dann in den entsprechend geschnittenen Vektor P AT153 (- 
•■high copy-number" Deletionsmutante von P BR322; TViggs und 
Sherrat, 1980, Nature 283, S. 216) subcloniert. 
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Ver s chi edene , unabhangig erhaltene Clone wurden nach 
Transfektion in FeFV-permissive eukaryontische CRFK-Zellen 
analysiert; es zeigte sich jedoch ein geringe Inf ektiosi tat . 
Clone 13 zeigte eine moderate virale Inf ektiositat und wurde 
daher zur vol lstandigen Res taurierung der Inf ektiosi tat 
verwendet. FeFV- DNA- S equenz en von den Nucleotidposi tionen 5775 
bis 10522 wurde mittels " long- template PCR" unter Verwendung 
der oben genannten Primer amplif iziert und direkt mit BstZl7l 
(Nucleotidposition 5980) und Bsal (Nucleotidposition 10137) 
geschnitten. Das erhaltene DNA-Fragment mit einer Lange von 
etwa 4 , 2 kbp wurde zum Austausch der entsprechenden Sequenzen 
des Clons 13 (mit vollstandiger Lange) verwendet. Nach 
Transfektion in CRFK-Zellen zeigte sich, da£ der erhaltene 
FeFV-Clone pFeFV-7 voll infektios und genetisch stabil war. 
Das erhaltene recombinante FeFV-Virus war von nichtclonierten, 
aus Zellkulturen erhaltenen Viren nicht unterscheidbar. pFeFV- 
7 wurde am 23. November 1998 unter der Nummer DSM 12514 bei 
der DSMZ, Mascheroder Weg 2, Braunschweig hinterlegt. 



Beispiel 2 

Herstellung einer Neutral isations-resis tent en Variante von 
pFeFV-7, die heterologe Sequenzen des FeFV-Serotyps 951 in 
Katzenzellen exprimiert 

Urn die Praktikabil i tat von FeFV-basierten Vektoren zu 
demons trieren, wurden die fur die Virus-Neutralisation 
relevanten Epitope des oben beschriebenen FeFV-7 Isolats durch 
die entsprechenden Sequenzen eines Isolat 95 1-ahnlichen FeFV- 
Virus (Flower et al . , 1985, Arch. Virol. 83, 53) ausgetauscht . 
Dabei wurde wir folgt vorgegangen: 

Die Env DNA-Sequenzen des FeFV- Isolats 951 wurden aus DNA von 
FeFV-951-inf izierten CRFK-Zellen mit dem forward- Primer 5- 
GACATACCTGAAGATATTC-3 ' (Position 6418) und dem reverse-Primer 
5 1 -CGACTTGTACCAGGCCTATTCCTGG-3 ' (Position 9901) mittels PCR 
amplif iziert . Das Amplif ikat wurde mit der Restriktionsendo- 
nuklease Kpnl verdaut und das ca . 3,5 kB groSe DNA-Fragment 
isoliert. Parallel wurde der oben beschriebene FeFV-Vektor 
pFeFV-7 mit Kpn verdaut und das dem Vektor-Backbone 
entsprechende DNA-Fragment isoliert. Beide DNAs wurden 
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miteinander ligiert und die Rekombinanten identif i ziert , bei 
denen die FeFV-951 env DNA-Sequenzen in der korrekten 
Orientierung in pFeFV-7 insertiert worden waren. Der 
resultiernden DNA-Klon pFEFV-7/951 ist genetisch stabil . Nach 
5 Transfektion in CRFK-Zellen ist das Proteinexpressionsmus ter 

dieses Klons nicht von dem Wildtyp-Klon pFeFV-7 
unterscheidbar . Plasmid pFeFV-7/951 induziert die Synthese 
inf ektioser FeFV-Partikel . 

10 Das genetisch modif izierte Hybrid pFeFV-7/951 ist 

replikationskompetent und wird aufgrund des Austauschs von 
Neutralisations-relevanten Epitopen nicht mehr durch Seren 
gegen das FeFV-Isolat neu t r a 1 i s i er t . Dies wurde in 
Neutralisationsstudien gezeigt: Seren, die gegen das FEFV- 

15 Isolat gerichtet sind, neutralisieren Nachkommen des Plasmids 

pFeFV-7, nicht aber Viren des Klons pFEFV-7/951. Seren gegen 
das FeFV-Isolat 951 neutralisieren entsprechend Viren des 
Klons pFeFV-7/9 51, nicht j edoch vom Plasmid pFeFV-7 . 



20 Es wurde in diesem Beispiel somit ein chimarer Hybridvektor 

konstruiert, der heterologe Protein-Sequenzen effizient und 
stabil exprimiert . Zudem wurde erstmals ein Vektorpaar 
(Plasmids pFeFV-7 ind pFeFV-7/951) konstruiert, das keine 
kreuzneutralisierenden Antikorper induziert . 

25 

In einer therapeutischen Anwendung beider Vektoren kann also 
zuerst ein Serotyp (z.B. FeFV-7) fur den Transfer des 
therapeutischen Gens eingesetzt werden. Etabliert der Patient 
eine neutralisierende Seroreaktivitat gegen diesen Vektor- 

30 Serotyp, kann der andere Serotyp (in diesem Fall pFeFV-7/951) 

eingesetzt werden, gegen den keine neu tr al i s i er enden 
Antikorper vorliegen. Therapeutische Applikationen waren trotz 
bestehender Immunitat gegen ein Virus-Isolat immer noch mit 
deni anderen Serotyp moglich. Dies ist ein Vorteil, den kein 

35 anderes retrovirales Vektorsystem aufweist . 
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Patent anspruche 

Retroviraler Vektor zur Einfiihrung einer gewtinschten, 
expriiuierbaren DNA in eine Saugerzelle, wobei der 
retrovirale Vektor f olgende Sequenzen umfafit : Eine erste 
DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript mindestens eines 
Teils eines felinen Foamyvirus (FeFV) entspricht, und 
eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt . 

Retroviraler Vektor nach Anspruch 1, wobei in dern Vektor 
weiter eine gewlinschte exprimierbare Fremd-DNA enthalten 
ist 

Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
erste DNA-Sequenz das reverse Transkript des gesamten 
Foamyvirus umfaSt . 

Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
wobei die erste DNA-Sequenz sowohl die 5 ' LTR als auch die 
3 'LTR eines Foamyvirus umfaSt. 

Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei die zweite DNA-Sequenz in den 5 'LTR-Bereich 
und/oder 3 'LTR-Bereich des Foamyvirus inseriert ist. 

Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 5, der 
zusatzlich ein Gen enthalt, das einen nachweisbaren 
phanotypischen Marker codiert . 

Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die zweite DNA-Sequenz fur neutralisierende Epitope 
des felinen Immunde f i z i enz vi ru s (FIV) oder des 
menschlichen Immundef iz ienzvirus (HIV) codiert. 

Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die erste DNA-Sequenz j ene des bei der DSMZ am 23. 
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November 1998 hinterlegten Plasmids pFeFV-7 (DSM 12514) 
ist . 

Plasmid, den retroviralen Vektor nach einem der Anspriiche 
1 bis 8 enthaltend. 

Zelle, das Plasmid nach Anspruch 9 enthaltend. 

Zelle nach Anspruch 10, die eine Tierzelle ist.^ 

Zelle nach Anspruch 11, die eine Saugerzelle ist. 

Transgenes Tier, den retroviralen Vektor nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8 oder das Plasmid nach Anspruch 9 
enthal tend . 

Verwendung des Vektors nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Arzneimi ttels zur Vakzinierung . 

Verwendung des Vektors nach Anspruch 7 zur Herstellung 
eines Arzneimi ttels zur Vakzinierung von Katzen gegen FIV 
oder Menschen gegen HIV. 

Verwendung des Vektors nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur gentherapeutischen Behandlung von 
Patienten . 




Zusammenf as sung 

FV-Vektoren zur Expression von Fremdgenen in Saugern und deren 
5 Verwendung 

Beschrieben werden retrovirale, auf felinen Foamyviren (FeFV) 
basierende Vektoren zur Einfuhrung einer gewiinschten, 
exprimierbaren DNA in eine Saugerzelle. Ein Beispiel des 
10 erfindungsgemaSen Vektors ist ein Vektor, der die Expression 

von neutralisierenden Epitopen des felinen Immunde f i z i enz virus 
(FIV) in der Katze oder des raenschlichen Immundef izienzvirus 
(HIV) im Menschen und damit eine wirksame Vakzinierung 
erlaubt . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No 

PCT/DE99/04052 



I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
j the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-14 

pages 

pages 



as orieinallv filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



[X] 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 



as amended (together w ith any statement under Article 19 

. filed w ith the demand 



1-16 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 
pages 



1/7-7/7 



02 Februarv 2001 (02.02.2001 ) 



. as originally filed 



filed with the demand 



, filed with the letter of 



j j the sequence listing part of the description: 
pages 
pages 
pages 



as originally filed 



. filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. ~ 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

the claims, Nos. 



the draw ings, sheets/fig 



5. 



□ 



This report has been established as if (some of) the amendmenrs had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since ihev do not contain amendments (Rule 70.16 
and ~0 I 

** Am replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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International application No 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 
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Statement 
Novelty ( NM 


Claims 


1-16 


YES 






Claims 




NO 




Inventive step (IS ) 


Claims 


1-16 


YES 






Claims 




NO 




Industrial applicability (IA) 


Claims 


1-16 


YES 






Claims 




NO 


2. 


Citations and explanations 









I. Citations 



This report makes reference to the following documents : 

Dl: J. Gen. Virology 78, 2549-2564 (Helps et al . 1997) 
D2 : J. Virology 71, 6727-6741 (Winkler et al . , 1997). 



II . Novelty 



The claimed subject matter of Claims 1-16 is novel and 
these claims can be allowed under PCT Article 33(2) . 

III. Inventive step k - 



1 . Dl is regarded as the closest prior art with regard to 
inventive step and describes the entire DNA sequence of 
the feline foamy virus F-17 and, on page 2549, the 
advantages of the use of vectors based on this virus for 
introducing heterologous DNA into mammal cells, such as a 
relatively large genome and a wide host spectrum. In view 
of Dl , the present invention addresses the problem of 
providing vectors based on feline foamy virus (FeFV) for 
expressing foreign genes in mammal cells. 



Form PCT/IPHA/409 (Box V) (January 1994) 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No 
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2 . The vector disclosed and claimed in this application 
comprises a first DNA sequence which corresponds to the 
reverse transcript of part of the FeFV and a second DNA 
sequence which enables propagation in bacteria. D2 
discloses such a DNA construct. That article states that a 
4.7 kbp fragment of FeFV can be inserted into pUCl8 and 
propagated in bacteria. D2 also states that repeated 
attempts to clone this 4.7 kbp fragment in different 
vectors were unsuccessful. Consequently, the invention 
should be considered inventive and the subject matter of 
Claims 1-16 complies with PCT Article 33(3) . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



VIIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are tullv 
supported by the description, are made: 

1 . Claims 7 and 15 concern retroviral vectors that encode 
neutralising epitopes of the feline immunodeficiency virus 
(FIV) or the human immunodeficiency virus (HIV) and the 
use of these vectors for producing a medicament. However, 
the application does not disclose these vectors. Claims 7 
and 15 are therefore not supported by the description and 
contravene PCT Article 6 . 



International application No 
PCT/DE 99/0405 



2 . The PCT does not contain any criteria concerning 
plasmid deposition requirements. When the application 
enters the regional phase, the EPO will request the 
applicant to present a certificate of receipt or 
equivalent proof of the deposition of the plasmid pFeFV-7 
in order to ensure that the requirements of EPC Articles 
83 and 28 are met. 



3 . The International Preliminary Examining Authority 
points out that Claim 13 concerns a transgenic animal but 
does not expressly exclude human beings . 



Form PCT/IPKAMOy <Ho\ Villi (January 1994 ) 




Claims 



A retroviral vector for introducing a desired, 
expressible DNA into a mammalian cell, wherein the 
retroviral vector comprises the following sequences: A 
first DNA sequence corresponding to the reverse 
transcript of at least part of a feline foamy virus 
(FeFV) , and a second DNA sequence permitting the 
propagation in bacteria. 



The retroviral vector according to claim 1, wherein the 
vector further comprises a desired expressible foreign 
DNA. 



The retroviral vector according to claim 1 or 2 , wherein 
the first DNA sequence comprises the reverse transcript 
of the entire foamy virus . 



The retroviral vector according to any one of claims 1 
to 3, wherein the first DNA sequence comprises both 
5 ' LTR and 3 ' LTR of a foamy virus. 



The retroviral vector according to any one of claims 1 
to 4, wherein the second DNA sequence is inserted in the 
5 1 LTR region and/or 3 1 LTR region of the foamy virus. 



The retroviral vector according to any one of claims 1 
to 5, which additionally contains a gene coding for an 
identifiable phenotypic marker. 



The retroviral vector according to any one of claims 1 
to 6, wherein the second DNA sequence codes for 
neutralizing epitopes of the feline immunodeficiency 
virus (FIV) or the human immunodeficiency virus (HIV) . 

The retroviral vector according to any one of claims 1 
to 7, wherein the first DNA sequence is that of the 
plasmid pFeFV-7 deposited with the DSMZ {German Type 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) on 



November 23, 1998 (DSM 12514). 



9 . A plasmid containing the retroviral vector according to 
any one of claims 1 to 8 . 



10. A cell containing the plasmid according to claim 9. 



11. The cell according to claim 10, which is an animal cell. 



12. The cell according to claim 11, which is a mammalian 
cell . 



13. A transgenic animal containing the retroviral vector 
according to any one of claims 1 to 8 or the plasmid 
according to claim 9 . 



14 . Use of the vector according to any one of claims 1 to 8 
or the plasmid according to claim 9 for the production 
of a medicament for vaccination. 



15. Use of the vector according to claim 7 for the 
production of a medicament for the vaccination of cats 
against FIV or human beings against HIV. 



16. Use of the vector according to any one of claims 1 to 8 
or the plasmid according to claim 9 for the production 
of a medicament for the gene- therapeutic treatment of 
patients . 
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Elnrelchung von Anderungen und einer Erklarung nach Artlkel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern {siehe Hegel 4b). 

Bis wann slnd Anderungen elnzurelchen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; wertere Einzetheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo slnd Anderungen elnzurelchen? 

Unmrttetoar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Htnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. PI Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daft ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 1 7(2)a) ubermittelt wird. 



n 



Hlnsichtllch des Wlderspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Wklerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermmeft worden 
sind. 



□ 



noch keine Entscheidung uber den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getrorfen wurde. 



Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Burc . verorfent- 
licht Will der Anmelder die Verorfentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschteben so muB gemaB Regel 90 l 
bzwi DCP 1 ^ vor AbschluB der technischen Vorberertungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber d.e Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Priori tatsanspruchs beim Internationalen Buro emgehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Pr ^ un 9/^ zur ^ r n n ^ e h n " . 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum On manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Priorrtatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Pr.oritatsda urn .n der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahh werden konnten, da tur sie 
Kaprtel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherche nbeborde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 34O-204O, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 




Bevollmachtigter Bediensteter 

Sandra De Jong-van Dam 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 




! 



UNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/: 




Diese Anmerkungen soften grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemafi Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
lie gen die Erforderniase des Vertrags Qber die Internationale Zusammenarbeit auf dom Gebiet des Patentwesens (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaltungsnchtlinien zu diesem Vertrag zugrunde Bei Abweichungen zwischen die3en Anmerkungon und 
obengenannten Texten Bind letztere mafkjebend Nahere Einzelherten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer ver6ffentlichung der 
W1PO, zu entnehmen 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begnffe "ArtikeT, *Regel" und *Ab3chnitt" beziehen sich jewetls auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhixingsordnung bzw der PCT-VerwaJtungarichtlinien 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 



Nach ErhaJt des intemationafen Recherchenbenchts hat der Anmelder die Moglichkett, einmal die Anspruche der internationalen 
An m el dung zu an dem Es nt )edoch zu betonen, daf5, da alle Teile der internationalen An m el dung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wahrend des intern at ton ale n voriaufigen Prufungsverfahrens geandert warden kdnnen, normaJerwerse keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmekter z B. zum Zwecke eines voriaufigen 
Schutzea die Veroffenthchung dieser Anspruche wGnscht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der Anspruche vor threr internationa- 
len Veroffentlichung vorliegt Weiterhin ist zu beachten, daR ein vori&ufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaittichrist. 



Welche Telle der Internationalen Anmeldung kdnnen geandert warden? 

tm Rahmen von Artikel 19 kdnnen nur die Anspruche geandert werden 

In der internationalen Phase konnen die Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der internationalen voriaufigen PrOfung beauf- 
I rag ten Be horde geandert (oder nochmab geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der international en voriaufigen PrOfung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nation ale Phase konnen aHe Teile der inter national en Anmetdung nach Arttkef 28 oder gegebenenf alls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sJnd Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von rwei M on at en ab der Ubermrrtlung des international on Recherchenberichts oder mnerhalb von sechzehn M on at en ab 
dem Prion t at sdatum, je nach dem, welche Frist spater abfauft. Die Anderungen gotten jedoch als reohtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Internationalen Buro nach Abtauf der mafJgebenden Frist, aber noch vor AbschluO der tech mac hen Vorbereitungen fQr die 
intemationaJe veroffentltchung {Reg el 46.1 ) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Internationalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Internationalen Re cherch en behorde 
eingereicht werden (Regel 46 2) 

Falls ein Ant rag auf Internationale vortaufige Prufung eingereicht wurdWwird, siehe unten 

In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereicht en Fasaung 

FQr jedes Anspruchsbiatt, das sich auf grund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprungltch eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen 

Alle Anspruche, die auf en em Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffern zu numeheren. Wird ein Anapruch gestrichen, so 
braucben, die anderen Anspruche ntcht neu numeriert zu werden tm Fall einer Neunumerienjng sind die Anspruche foctlaufend zu 
numeheren (Verwattungsrichtlinien, Abschnitt 205 b)) 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der dl ein tern ationale Anmeldung verdfferttflcht wfrd. 



Welche Untertage n sind den Anderungen belzufQgen? 
Beglertschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der tntemationaJen Anmeldung und den geanderten Anapruch en veroffentitcht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "ErkJarung nach Artikel 19(1)" (siehe unlen, "Erklarung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begleitschreiben Ist nach Wahl des An m elders In engllscher oder tranzdslscher Sprache abzulassen. Bel engllschspra- 
chlgen Internationalen Anmeldungen ist das Beglertschrelben aber eben falls In engllscher, bel franzosischsprachlgen Inter- 
nationalen An m ©I dun gen In franzoslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



ANMER^PEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (F^SV&ung) 



lm Begleitachreiben sind die Unterschiede zwi3chen den AnaprOchen in der etngereichton Fa33ung und den geanderten AnaprQchen 
anzugeben So tst msbeaondere zu jedem Anspruch tn def intemationalen Anmeldung anzugeben (gleichlaulende Angaben zu 
verachiedenen Anspruchen konnen zusammengefafit werden), ob 

t) der Anspruch unverandert rat, 

it) der Anspruch geslnchen wofden ist, 

iii) der Anspruch neu ist, 

iv) der Anspruch oinen odef mehrw© An ap ruche in der eingereichten Fasaung ersetzt, 

v) der Anspruch auf die Teilung ernes Anaprucha in der eingereichten Fassung zuruckzufuhren ist. 



Im folgenden sind BeJsptole angegeben, wle An d ©run go n lm BeglettschnHben zu erljutem sind: 

1. [Wenn anatelle von ursprunglich 48 AnsprGchen nach der An de rung einiger Anspruche 51 An3prucbe_existieren] 

"Die Anspruche 1 bis 29, 31, 32, 34, 35, 37 bra 48 werden durch geanderte Anspruche gleicher Numenerung ersetzl; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert, neue Anspruche 49 bis 51 hinzugefugt " 

2. [Wenn anstelle von ursprGngtich 15 Anspruchen nach dor An do rung alter Anspruche 1 1 Anspruch* existieren}: 
"Geanderte Anspruche 1 bis 1 1 treten an die Stelle der Anspruche 1 bis 15" 

3. [Wenn ursprunglich 14 AnsprOche ewstierten und die Anderungen darin beatehen, da 5 einige Anspruche gestrichen werden und 
neue Anspruche hinzugefugt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 14 unverandert, AnsprOche 7 bis 13 gestrichen, neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugefugt "Oder" An- 
spruche 7 bis 13 gestrichen, neue Anspruche 15, 16 und 17 hinzugefugt. alle Obrigen Anspruche unverandert 

4. [Wenn verschiedene Art en von Anderungen durchgefQhrt werden]: 

'Anspruche 1-10 unverandert, AnsprOche 1 1 bis 1 3, 18 und 19 gestrichen, AnsprOche 1 4, 1 5 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte AnsprOche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt " 

- Erktarung nach Artikel 19(1)" (Ragd 46.4) 

Den Anderungen kann eine Erktarung betgefugt werden, mit der die Anderungen eriautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Art ike I 19 (1) geandert werden konnen). 

Die Erktarung wind zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen veroffentficht. 
Sle 1st In der Sprache abzufassen. In der die intemationalen Anmeldung verdffentlicht wird. 

Sie muR kurz gehaiten sein und darf , wenn in engfischer Sprache abgefaftt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr als 500 
Worter umf asaen 

Die Erktarung ist nicht zu verwechsetn mrt dem Beglertschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den Anspruchen in der 
eingereichten Faasung und den geanderten Anspruchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie tst auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift als sotche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Wort en "ErWarung nach Art ike I 19 (1)". 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuRerungen uber den inter nahonalen Recherchenbehcht oder die Bedeutung von in dem 
Behcht angefohrten Veroffentlichungen enthaJten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte Verdffenthchun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beztehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses An sprue ha Bezug 
n eh men 



Auswirkungen etnes berelts gestetlten Ant rags auf International evoriauflge PrOfuog 

Ist zum Zeitpunkt der Etnreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits em Antrag auf intern at *onale vortaufige PrOfung 
gestetlt w or den, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BGro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vortaufigen Prufung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz) 

Auswirkungen von Anderungen hlnslcMHch der Gbersetrung derintematlonalen Anmeldung be*m Elntrttt In die 
nationale Phase 

Der Anmelder wird darauf htngewiesen, daB bet Eintritt in die nationale Phase mdglicherweise anstatt oder zusatzfich zu der Uber- 
setzung der Anspruche in der eingereichten Fassung eine Ubersetzung der nach Artikel 1 9 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewahtten Amter zu Obermitteln ist 

Nahere Einzelheiten Gber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausge wahtten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnehmen 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/tSA/220 (Blatt 2) (Jamjar 1994) 



VERTRA 




R DIE INTERNATIONALE ZUJ 
DEM GEBIET DES PATENT! 



PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



ENARBEIT 

S 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaKs 

K 2769 - sch/msl 


WEfTERES siehe Mrtteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/04052 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 

17/12/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

17/12/1998 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG ..ET AL 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recti erchen be horde erstellt und wird dem Anmekler gemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

pTj Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Bertchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| [ Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleoid- und/ oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| [ in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaften ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 



2. 
3. 



□ 
GO 



□ 
□ 



bei der Behorde nacfrtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezertpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestlmmte An sprue he ha ben slch als nlcht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangel nde Elnhertllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[ | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[X] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

FOAMY-VIRUS-VEKTOREN ZUR EXPRESSION VON FREMDGENEN IN SAGERN UND DEREN 
VERWENDUNG 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fy*j wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

□ 



wurde der Wortlaut nach Regel 38. 2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
Anmelder kann der Behorde innerhato eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — _ 

[ | wie vom Anmelder vorgeschtagen j | 

j [ weil der Anmelder setost keine Abbildung vorgeschtagen hat. 
[ | weil dtese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

tionales Aktenzeichen 




E 99/04052 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/867 C12N5/10 A01K67/027 A61K48/00 



Nach c!er Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nalionalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE __ 

Ftecherchierter Mindestprufstoff (Klassifikattonssystem und Klassifikationssymbote ) 

IPK 7 C12N A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentfichungen, sowett diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuftierte el ektronische Datenbank {Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegrirfe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UWTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der Veroffenttichung. soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teife 



Betr. Anspruch Nr. 



HELPS CR UND HARBOUR DA: "Comparison of 
the complete sequence of feline spumavirus 
with those of the primate spumavi ruses 
reveals a shorter gag gene" 
JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 
Bd. 78, Nr. 10, Oktober 1997 (1997-10), 
Seiten 2549-2564, XP002135716 
READING GB 

Seite 2549, rechte Spalte, letzter Absatz 

-/„ 



1-6,9-12 



[3 



Weitere Veroffenttichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnebmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenttichungen 

"A" Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht a!s besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung. clie geeignet ist. einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu I ass en, oder dutch die das VerdrfenMtchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genamten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O* Veroffentlichung. die sich auf eine mundiche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem bean sprue ht en Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spate re VeroffentJichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mtt der 
Anmeldung nicht kollicSert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundetiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffenttichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffenttichungen dieser Kategorie in Verbindung getxacht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
' Veroffentlichung. die Mitgfied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Absc Musses der intemationalen Recherche 



14. April 2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt. P B 5818 Patentlaan 2 
NL - 2260 HV Rijswi } k 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des intemationalen Recherchenbenchts 



09/05/2000 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Cupido, M 



Formblatt PCT/1SA/210 (Blatt 2) (JuK 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERN ATIOWALER RECHERCHENBERICHT 




itionales Aktenzelchen 

E 99/04052 



C.(Fortsetrung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



A 



WINKLER I ET AL: "Characterization of the 
genome of feline foamy virus and its 
proteins shows distinct features different 
from those of primate spumavi ruses" 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 71, Nr. 9, September 1997 (1997-09), 

Seiten 6727-6741, XP002135717 

AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 6728, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 

6729 

SCHMIDT M ET AL: "REPLICATING FOAMY 
VIRUS-BASED VECTORS DIRECTING HIGH LEVEL 
EXPRESSION OF FOREIGN GENES" 
VIROLOGY, US, RAVEN PRESS, NEW YORK, NY, 
Bd. 210, 20. Juni 1995 (1995-06-20), 
Seiten 167-178, XP000674745 

ISSN: 0042-6822 
das ganze Dokument 

DE 43 18 387 A (BAYER AG) 

8. Dezember 1994 (1994-12-08) 

das ganze Dokument 

WO 98 35024 A (SWITZER WILLIAM M ;HENEINE 
WALID (US); US HEALTH (US); BROWN JENNI) 
13. August 1998 (1998-08-13) 
Seite 6, Zeile 21 - Zeile 35 



1-6,9-12 



1-6,9-16 



1-6,9-16 



1-6,9-16 



FofmWaft PCM S A/2 10 (Fortsetzung von Biatt 21 (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONA LER RECHERCHENBERICHT 


^^)E 99/04052 


lm Recnerchenbericht 
angefiihrtes Patentdokument 


Datum der 
VeroHentlichung 


Mltglied(er) der 
Patentlamilie 


Datum der 
VeroHentlichung 



DE 4318387 A 08-12-1994 EP 0632129 A 04-01-1995 

JP 6343477 A 20-12-1994 
US 5646032 A 08-07-1997 



WO 9835024 A 13-08-1998 US 5882912 A 16-03-1999 

AU 6156298 A 26-08-1998 



Formblatl PCTrtSA/210 (Anhang PatentlamdteMJuli 1942) 





I 



INTER 




L ONAL SEARCH REPORT 

on patent family members 



1 Application No 

98/02598 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



DE 4318387 



08-12-1994 



EP 
JP 
US 



0632129 A 
6343477 A 
5646032 A 



04-01-1995 
20-12-1994 
08-07-1997 



Form PCT/I5A/210 (patent lami.y annejl (July 1992) 
BNSDOCIC <WO a83b024A1 



chert. DerAi 




Der Ant rag ts( bet der zusrandtgen mil der i^^^^J.alen vorlaupgen Prufung beauftragten Be horde oder, ^KK^Joder mehr Be horde n zustandig sind, bei der 
vom Anmelder gewdhlien Behorde einzureicheri. Der Anmelder kann den Namenoder den Zweibuchsiaben-Code der Behorde auf der nachsiehenden Zeile angeben 

IPEA/ 



PCT 



KAPITEL II 



ANTRA G AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Anikel 31 des Vertrags iiber die intemaLionale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Paiemwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), da£ fur die nachstehend bezeichnete Internationale Anmeldung 
die internationale voriaufige Prufung nach dem Vertrag iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchsefiihrt wird. 



Von der mil der internationalen voriaufisen Pnifuns beauftrasten Behorde auszufiiilen 



Bezeichnuns der IPEA 



Eingan^sdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KJENNZEICHNUNG DER INTERN ATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des AnmeiCiers oder Anwalts 

K 2769 - sch/msl 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/04052 


Internationales Anmeldedatum fTag/Monat/Jahn 

L7.Dez.1999 (17.12.99) 


(Fruhester) Pnoritatstag (Ta$/i/fonai/Jahn 

17. Dez. 1998 (17.12.98) 


Bezeichnung der Ertindung 

Foamy -Virus-Vektoren zur Expression von Fremdgenen in Saugern und deren 
Verwendunq 


Feid Nr. II ANMELDER 


Name und Anschn ft: I Familienname. Vomame: bei junsnschen Personen volbiandiqeamtitche Bezeichnung. 

Bet der Anschnft sind die Posiieitzahi und der Name des Stanis <mzu%eben. t 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des dffentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

D-69120 Heidelberg 


Teletonnr.: 


Tele tax nr.: 


Femschreibnr." 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschri ft: ( Famdienname. Vorname: bet junstischen Penonen voilsumdi't amttiche Bezctchmm%. Bei der Ansehnfi sind die Posiieitzahi und der Same des Stoats anzu^eben. ) 

FLUGEL, Rolf-M. 
Herrmann-Brunn-StraBe 43 

D-69198 Schriesheim 



Staatsangehongkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name U nd AnSC hn ft: f Famdienname. Vomame: bei jurunschen Penonen volhiandift amtlkhe Bezeichnun$ Bet der Anschnft sind die Postietrjihi und der Same des Smms anzugeben ) 

LOCHELT, Martin 
Hermann-L6ns-Weg 83 

D-69207 Sandhausen 



Staatsangehongkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA;401 (Blatt I) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu die sent Amragsformular 




Blait Nr. 


.2.... 


InternationaJes Aktenzeichen 

PCT/DE99/04052 


Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 


Wind keines der folgenden F elder benutzt, so 


ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Name Und Anschnft: iFamdtenname. Vornnme: bei junstischen Penonen. vollsidndigt amiliche Bezeichnun$. Bei der Anschnfl sind die Postteirzahl und der Name des Slants anzugeben.) 


FLOWER, Robert 

Royal North Shore Hospital 

Gore Hill NSW 2065 






Staatsangehongkeit (Staat): 

All 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

AU 


Name und Anschri ft: (Famiiienname. Vorname: bei jurunschen Penonen voilsidndigc amdiche Bezeichnunq. Bei der Anschnjt sind die Posrfetczahl und der Name des Stools ansigebcn. ) 


WINKLER, Ingrid 

167 Stephen-Terrace 
Walkerville SA 5081 






Staatsangehongkeit (Staat): 

AU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AU 


Name und Anschri ft: {Famiiienname, Vorname: bet junsitschen Penonen voilstandigt amitkhe Bezeichnung. Bei der Anschnfl sind die Posiieit^shl und der Name des Staais anzjigebcn. ) 


Staatsangehongkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


N ame U nd Ansc hri f t : ( Famiiienname. Vomame: bei junsnschen Penonen tollsidndige amiliche Bezeichnun$. Bet der Anschnfl sind die PostUitzahi und der Name des Siaais anzugeben. ) 


Staatsangehongkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


| J Weitere Anmelder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 





Formblatt PCT/IPE A/401 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformutar 



L 



f 3 

Blan Nr. 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/04052 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRJETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist j % j Anwali j | gemeinsamer Vertre:er 

und r~^j ist vom (von den) Anmeiderinj berens fruher besteik worden und vertntt inn (sic) auch fur die Internationale vorlaufige 
' Prufung. 

| ) wird hiermii besceik; eine etwaige fnihere Besteiluns ernes Anwaits/gemeinsamen Venreters wird hiermit widerru fen. 

□ wird hiermit zusatzlich zu dem bereits fruher besteiken Anwaltygemeinsamen Vertreter. nur tur das Venahren vor der 
mit der intemationalen vorlaurlsen Pnifung beaurirasten Behorde bestelk. 



Name und AnSChnft: (Famdienname. Vorname: beijunsnschen Personen voihianaiqeamiiiche: B^'cichntinq. 

Bei der Anschnfr smd die PostUirzani una der Name des Siaais anruquuen i 

SCHUGLER, Andrea 
Truderinger Str. 246 

D-81825 Munchen 



Teiefonnr,: 

089/42724748 



Ttflefa.\nr.: 

089/42724749 



Femscnre:bnr.: 



Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalc Oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obisen 
Feld eine spezielle Zustellanschnft angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETRJEFFEND AMDERONGEN 



i) 



ii) 



Der Anmeider wunscht. da£ die mit der intemationalen voriaurlgen Pnifung benuftragce Behorde " 

rjn die Internationale vorlaufige Pnifung auf der Grundlage der intemationalen Anmelduna in der ursprunglich 
I I eingereichten Fassung aufnimmt. 

j | die Anderungen nach .Artikel 34 

| | der Beschxe:bung (Anderungen liegen be:) 

| | der Anspniche (Anderungen liegen be:) 

| j der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
berucksichtigt. 

■-v | 1 die beim Intemationalen Biiro einacreicfaten Anderungen der Anspniche nach Artikei 19 berucksichtigt (Kopie hegt 

I I bei). 

iv) die Anderungen der Anspniche nach Artikel 19 nicht benicksichtigL sondern als uberholt ansieht. 

□ den Be*inn der intemationalen vodaufigen Pnifung bis zum Ablaut" von 20 Monaten ab dem Priori tatsdatum 
aufschiebt so fern die Behorde nicht erne Kopie nach Artikel 19 vocsenommener Anderungen oder erne ErkJarung des 
Anmelders erhalL daB er ke:ne solchen Anderungen vomehmen will jRegel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darj nur 
angekreuzt werden. wenn die Frist nach Artikei 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



v) 



* Wenn kein Kastchen aneekreuzt wird. wtrd mit der intemationalen voriaufigen Pnifung auf der Grundlage der intemationalen 
Anmeiduno in der ursprunglich einsercichten Fassung begonnen: wenn eine Kopie der Anderungen der Anspruche nach 
Artikel 19 und/oder Andemnsen der" intemationalen Anmelduna nach Arakel 34 bei der mit der iniernauonalen voriaufigen 
Prufung beauftragren Behorde cmgenL bevor diese mit der Ersteilung ernes schnftlichen Bescheids oder des mtemauonaien 
voriaufigen Prut'ungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON ST AA TEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmeider benennt als ausgewahltc Staaten alle auswahibaren Staaten (das heifit, alle Staaten. die besnmmi *un 
und durch Kapitel (I des PCX gebunden sind) ausgenommen 



den 



(Mochte der Anmeider besnmmu Staaten nicht auswdhlen. smd die Namen oder Zwexbuchstaben- Codes dteser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzngeben.) 



Formblatt PCT/IPE.V401 (Blan 2) (Januar 1994: Nachdruck Juli 1997) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsjormutar 




I 
i 
i 



I 




Blatt Nr. 



• "4 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/04052 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antra s liegen folgende Unterlagen r'iir die Zwecke der 
imemationalen voriauflgen Prut'ung bei: 

I 



Anderungen nach Anikel 3^ 
Beschreibung 
Anspriiche 
Zeichnungen 


Blatter 
Blatter 
Blatter 


erhalten 

□ 
□ 
□ 


nicht erhalten 

□ 
□ 
□ 


Begieitschreiben zu den 
Anderungen nach Anikel 3 a 


Blatter 


□ 




Kopie der Anderungen nach Anikei !9 
Kopie einer Erklarung nach Anike! !9 


Blatter 
Blatter 


nn 

uu 




Sonstige leinzein aujfuhren) : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mat der intemauonaien vorlaufigen Prufuns 
beauftrasten Behorde auszufullen 



Dem Antral liegen aurierdem die nachstehend angekreuzten Unteriagen be:: 

1. | | uncerze:chne:e gesonderte Vollmacht 4 [ X [ Blatt fur die Gebuhrenberechnung 



2. | j Kopie der ailgememen Vollmacht 

3, J | Be2rundune t'ur das Fehie.n der L'nterschnfi 



3. J ^ | ionstige ( einr.ein aurfiihrenr. 

V-Scheck Nr, 5295 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS. AN WALTS ODER GEMELNSAMEN VERTRETERS 



Der Name seder unterzeichnenden Person isi neoen der Unrerschnn wieaernolen. and es tst anzu%eben. sojern sich dies nicht aus dem A/urag er«iot. 
in wetcher E:$enschari ate Person unterzzichnet. 



Munchen, den 17. Juli 2000 
Dr. Andrea SchuBler 



Von der tnit der intemationaien vorlaurigen Pnirung beau tirag ten Behorde auzurullen 



1. Datum des tatsachlichen Eineanss des ANTRAGS: 



2. Geandenes Eingangsdarum des Antrags autgrund 
von BEiUCHTlGUNGEN nach Kegel 60. 1. b): 



□ 



Eineangsdamm des Antrags NACH Ablaut von 19 Monaten ab 
Pnontatsdaaim; Punkt -i una Punki 5. umen. finden ke:ne Anwendung. 



□ Der Anmelder wurde 
entsprechend untemchtet 



4 ' CZI t^™^^™ des Antrags LNNERHALB 19 Monate ab Pnontatsdarum wegen Fnstveriangerung nach Regel S0.o. 



Das Einsan^sdarum des Ancraes liest nach Ablaut von 19 Montaien ab Pnontatsdarum. der verspatete Eingang isi aDer nach 



_5 J j Das Eingans 
I ' Resel S2 Er 



ENTSCHULDIGT. 



Ancrag vom IPEA erhalten am: 



Vom LnternaiionaJen Buro auszurullen 



c\„;.* J rkun pen 



-u diesem Anrragsformular 



20-MRT. ' 01 (DIN) ,14:51 . PCT II GROUP 



FAX : 0031 70 3403973 



P. 002 



VERTHAC^CR DIE IMTERNATIONALE ZU JBtli 



GEBIET DES PATEf\TTWESENS 



ARB EFT AUF DEM 



Absconder: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAURGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SCHUSSLER Andrea 
Huber & Schussler 
Truderlnger Strasee 246 
D-81825 MQnchen 
ALLEMAGNE 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORUUFJGEN 

prOfungsberichts 

(Regal 71.1 PCT) 



AKtan2e|chen des Anmeldsre odor Anwalts 
K 2769 - sch/msl 



intarnatloriaJafi Aktenzelcften 
PCT/DE99/04052 



Anmelder 



Abeondedatum 
(Tag/MonaUJehr) 



20.03.2001 



WICKTTGE MTTTEILUNG 



Internationales AnmeittedfaTum (Tsgfotomt/Jahri 
17/12/1999 



Prforttfiladafum (Te&ManaVJohr) 
17/12/1998 



PEUTSCHES krebsfqrschungszentrum stiftung ..ET AL 



wlZT^n H W ' rd ♦ m,t9ete,,t ' daP ,hm d,a m,t der »ntsmationa|en vorlauflgen PrOfung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internat.onalen Anmeldung erfitelrten international vorlaufigen PrafunpSht 
gsgebenenfalls mit dan dazugehfirigen Anlagen. ubermltteit. naungen rruwngabencht, 

2 " wT^un^n^ wird - gegebenenfalte mlt don dazugenorlgen Anlagen - dem International Buro zur 
Welterleitung an alio ausgewahlten Amter ubermittett. 

3 " nirS An/^'t aUS E e W r h l m A ? tfi Wird daS lnte ™*°^ Buro eine Obersetzung das Berichts (jedoch 
nicht der Anlagan) rns Englische anfertigen und diesem Amt ubermrtteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Elntritt in die natlonale Phase hat der Anmelder vor jedam ausgewahlten Amt innerhatb von 30 Monatan 
ab dem Prlontatsdatum (Oder in mancpen Amtem noch sparer) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung national Qebuhran) vorzunehmen (Artikei 39 (1)) (sieha auch diedurch das 
Internationale BOro im Formblatt PCT/IB/301 Qbermittelte Information). 

1st ainem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermrtteln. so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbertcht enthalten Es 
ist Aufgabe des Anmelders, Bolche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzulelten. 



Weitere Einzelheiten zu den maflgebenden Frtsten und Erfordernissen dar ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu antnehrnan. 



Nqmp und posuinschrlft dar mil dar interna, rionalan PrCifiina 
beauftragien Bohfirda 



J 



Europaisches Patent mf - P. a 58 ie Patentfaan 2 
NL-22BQ HV RJjsw||k - Pays Bae 
Tel. 431 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nf 
Fan; +31 70 340-3016 



Formblatt PCT/1 PEA/4 18 (Juri 1992) 



Bevollmachtlgtar Badlenaletar 




Sinanovic, E 




Tel. +31 70 340-2672 





20-MRT. ' 01 (DIN) 14:52 



PCT II GROUP 



FAX : 003 1 70 3403973 



P. 003 



€ 



VERTRAG UBER DIE >NT|RNATONALE ZUSAMMENARBEIT AUF OEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktan2afchen des Anme/dere oder Anwalte 
K 2769 - sctVmsl 



Interna Uonalos Afcienzelchen 
PCT/DE99/04052 



M nqN voriduflgen PrWungftoerichta (Formal! PCT/|PEA/41B) 



17/1 2/1 9B9 



n^Tfi 6 ^ al6ntW36B,flkail0n (,PK) °*« rat,onale Klaasmkallon und IP K 
L-l^fV* 1 5/867 



Prlontatsdatum (T&&teomVTag) 
17/12/1998 



AnniBjder 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNQSZENTRUM STIFTUNG ..ETAL 



1 

5. Dleser BEFHCHT urofaflt insgesgml 5 Better ejnschlleBlit* dieses Deckblairs 
Pies 9 AnlaQen umfassen insgasamt 2 Better. 



3. p|sser Bericht enthalt Angabon zu folgenden Punkten; 



Priorltat 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Qewerbllchen Anwendbarkert; Untertagen und ErklarunQen zur StQlzung diaaer Feetstellung 



Datum dor Elnrelchung des Anlrags 
17/07/2000 



Name und Poelanschrift der mJt qer IntQmallonalen voriaufigen 
PfQfung beauftragton Pehorde: 

->x~ Europalscries Pgisntamt - P.B. 59ie PatenUaan 2 
jjjj} NI.-2280 HV R!]sw(jk - Pays 

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx; 31 651 epo nJ 

Fait +31 70 340 - 301 G 



Pormblait PCT/IPEA/409 (Deckblali) {Janugr 1094) 



Datum der FdrllgstQlluoo dieses Berichls 
20.03.2001 



Bavollmachflgler Bedienstater 
Gupido, M 

Tel. Nr. +31 70 340 3374 



I 



^7 —sS 



MRT. ' 01 (DIN) 14:52 PCT II GROUP FAX : 0031 70 3403973 P. 004 



• € 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

prOfungsbericht 

1 ' Internationales Aktsnzel chsn PCT/DE99/04052 

I- Grundlage das Berlchts 

nioht boigefQgt, weilsie keine AntemnaZ entlZ JT "ursprOnglich eingerelchr undsindihm 

Beschretbung, Seiten: 

1M4 ursprQngliche Fassung 

Patentan&pruche, Nr: 

1 ' 16 ursprungllche Fassung 

Zelchnungen, Blotter: 

1/7 ^ 7/7 ursprungliche Fassung 



2 H=HE= 

1=1 SSSX ° bBrSeUUn9 ' d ' a ,0r die 2WBCke dsr "^nationalen Recherche eingeraicht worden tot (nach 

□ die Varfiffantlichungssprache der Internationalen Anmeldung (nach Regel 48 3(b)) 

D S& B^^SSSrSS" * ***** d " intematf ° na,en «^ ™^ ^gare, ch t worden 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nuclootid- und/oder Amlnosfiureseauenz ist di« 
.neonate vorlaufige PrQf ung auf der Grundlage des SaquanmKai^^ ' ' * 

□ fn der Internationale n Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

P zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht warden ist. 

P bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

q bei dBr Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

P Die Erklarung. dafi das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uper den 

Offanbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informattonen dern schrlftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt, 

4. Aufgrund der Anderungen sindfolgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatl pcT7| PEA/409 (Felder |-V||| t Blatt 1) fJufl iboh) 




I 



I 



20-MRT. ' 01 (DIN) 14:5.2 , PCT II GROUP 



FAX : 0031 70 3403973 



P. 005 



c 



INTERNATIONALER VORLAUFIGEH 
PRLtFUNGSBERlCHT 



□ Beschreibung, 

□ Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



Seitan: 

Nr.: 

Biatt; 



Internationales AktenzeichGn PCT/DE99/04052 



ainearelchtan F^l^^^^ 6 Uber dsn °"°nbarungs geh al. m ft*, ursptfngllch 



&iut™$ mer - "° SOl ° he ArK,sn «Ven enthaten. /st unter PunU 1 Unzuweisen:**, * 



sind diesem Boticht 



6, Etwaige zueatzllche Bernerkungen: 



1, Feststeliung 



Neuhelt (N) 

Erflnderlsche Tatigkert (ET) 



Ja: Anepnuche 1-16 
Nein: Anspruche 



Ja: Anspruche 1-16 
Nein; AnsprOche 

GewsrbKche Anwandbarkeit (QA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und ErkJarungen 
slehe Balblatt 



VIII. Bostlmmte Bemerkungen zur Internationslen Anmeldung 

Zur Klaitiait der Patentanspruche, dar Beschreibung und derZelchnungan Oder zu der Fraae oh m« An«nm* 
^MiS^ ^ BeBChr6lbUng 9estQm warden. 1st tolganto 9 ' * 



B 



Formblqu PCT/IPE A/409 (FBldar l-VIH, Plait 2) (Jufl 1098) 




L 



J 



FAX : 003 1 70 3403973 P. 006 

"1 : 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Rege! 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfindenschen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



I Dokumente 

Es wird auf die folgenden Dokument© verwiesen: 

D1: J. Gen. Virology 78, 2549-2564 (Helps et al., 1997) 
D2: J. Virology 71, 6727-6741 (Winkler et al., 1997) 



II Neuheit 

Der beanspruchte Sachverhalt der Anspruche 1-16 ist neu, und die 
Anspruche sind im Hinblick auf ArtikBl 33(2) PCT gew^hrbar. 



Ill Erfinderlsche Tatigkeit 

1. D1 wird im Zusammenhang mit der erfinderische Tatigkeit. als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die vollstandige 
DNA-Sequenz des felinen Foamy Virus F-17 und auf Seite 2549, die Vorteile die 
sich beim Gebrauch der auf diesem Virus basierenden Vektoren bei der 
Einfuhrung von heterologen DNA in Saugerzellen, wiezum Beispiel einen relativ 
grosses Genom und einem breiten Wirtspektrum, ergeben. Im Hinblick auf D1 
ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin zu sehen, solche, auf feline 
Foamy Virus (FeFV) basjerende Vektoren zur Expression von Fremdgenen in 
Saugerzellen zu Verfugung zu stellen. 

2. Der Vektor, der in dieser Anmeldung offenbart und beansprucht wiru\ umfaBt 
eine erste DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript sines Tails des FeFv 
entspricht, und eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt. So ein DNA-Konstrukt wird in D2 offenbart. In diesem Artikel wird 
beschrieben, da3 ein 4,7 kbp Fragment vom FeFV in pUC18 inseriert und in 



20-MRT. 1 01 (DIN) 14:52 , PCT II GROUP 

• 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



FormbfaK PCT/SelWatt/409 (Biatt 1) {EPA-Aprll 1907) 



20-MRT. ' 01 (DIN) 14:53 PCT 11 GROUP FAX : 0031 70 3403973 P. 007 





Bakterien propagiert warden kann. 02 beschreibt auch, daf3 wiederholte 
Bemuhungen einer Klonierung dieses 4,7 kb P Fragment In verschiedene 
Vektoren ohne Erfolg blieben. Die Erfindung ist deswegen als erfinderisch zu 
betrachten und der Sachverhalt der Anspruche 1-16 steht im EinkJang mit Artikel 
33(3) PCT. 



2" punktvtll 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Anspmche 7 und 15 betreffen retrovirale Vektoren, die fQr neutralisjerende 
Epitope des Felinen Immundefizienzvirus (FIV) oder des Humanen 
Immunodifizienzvirus (HIV) kodieren, und die Verwendung diese Vektoren zur 
Herstellung eines Arzneimittels. Solche Vektoren sind jedoch nicht in der 
Anmeldung offenbart, und deswegen sind die Anspruche 7 und 15 nicht durch 
die Beschreibung gestOtzt und verstoBen Sie gegen Artikel 6 PCT, 

2. Fur die Bedurfnisse in Zusammenhang mit die Hinterlegung von Plasmiden 
enthatt der PCT keine Kriterien. Bei Eintritt in die regionale Phase wird das EPA 
den Anmelder bitten, eine Empfangsbescheinigung Oder gleichwertigen 
Nachweis fur die Hinterlegung des Plasmids pFeFV-7 vorzulegen, urn 
sicherzustellen, daG die Erfordernisse des Artikels S3 und 28 EPU erfullt sind. 

3. Die international vorlaufiger Prufungsbehorde mochte darauf hinweisen, daG 
der Anspruch 13 sich auf ein transgenes Tier bezieht, wobei Menschen nicht 
ausdrucklich ausgenommen werden, 
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Hiermit wird dem Anmeider mitgeteilt, daB beim Anmeldeamt am 
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(Eingangsdatum der Unterlagen) 



Unterlagen eingegangen sind, die eine internationale Anmeldung darstellen solfen. 



Der Anmeider wird darauf hingewiesen, daft diese Unterlagen vom Anmeldeamt in Bezug auf die Erfordernisse von 
Artikel 1 1 Absatz 1 , d.h. auf ihre Ubereinstimmung mit den Erfordernissen fiir die Zuerkennung des internationa- 
len Anmeldedatums, noch nicht gepruft worden sind. 

Den Unterlagen ist vorlaufig das oben angegebene internationale Aktenzeichen zugewiesen worden. Der Anmeider 
wird hiermit auf gefordert, im Schriftverkehr mit dem Anmeldeamt auf dieses Aktenzeichen Bezug zu nehmen. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGS b1=R?CHT — - 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2769 - sch/rnsl 


ijiicriTCDce wnorcucM siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbenchts (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/04052 


Internationales Anme\dedatum(Tag/Monat/Jahr) 
1 7/1 2/1 999 


Priontatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
17/12/1998 


internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/867 


Anmelder 






DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG „ET AL 





1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema.3 Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei, dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I £3 Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit: Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
1 7/07/2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde: 

" Europaisches Patentamt - P.B 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
C^" Tel. +31 70 340-2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340 - 3016 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



20 03 2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Cupido, M 

Tel Nr +31 70 340 3374 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeideamt auf eine 
Aufforderung nach Artikei 14 hin vorgelegt wurden, gelt en im Rah men dieses Berichts a Is "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70.16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 02/02/2001 mit Schreiben vom 02/02/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Al!e vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unterdiesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da(3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Juli 1998) 




{ 





INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diese m Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrtindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

I Dokumente 

Es wird auf die foigenden Dokumente verwiesen: 

D1 : J. Gen. Virology 78, 2549-2564 (Helps et ai., 1997) 
D2: J. Virology 71 , 6727-6741 (Winkler et al., 1 997) 

II Neuheit 

Der beanspruchte Sachverhalt der Anspruche 1-16 ist neu, und diese 
Anspruche sind im Hinblick auf Artikel 33(2) PCT gewahrbar. 

III Erfinderische Tatigkeit 

1. D1 wird im Zusammenhang mit der erfinderische Tatigkeit, als 
nachstiiegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die vollstandige 
DNA-Sequenz des felinen Foamy Virus F-17 und auf Seite 2549, die Vorteile die 
sich beim Gebrauch der auf diesem Virus basierenden Vektoren bei der 
Einfuhrung von heterologen DNA in Saugerzellen, wie zum Beispiel einen relativ 
grosses Genom und einem breiten Wirtspektrum, ergeben. Im Hinblick auf D1 
ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin zu sehen, solche, auf feline 
Foamy Virus (FeFV) basierende Vektoren zur Expression von Fremdgenen in 
Saugerzellen zu Verfugung zu stellen. 

2. Der Vektor, der in dieser Anmeldung offenbart und beansprucht wird, umfaftt 
eine erste DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript eines Teiis des FeFv 
entspricht, und eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt. So ein DNA-Konstrukt wird in D2 offenbart. In diesem Artikel wird 
beschrieben, daB ein 4.7 kbp Fragment vom FeFV in pUC18 inseriert und in 
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Bakterien propagtert werden kann. D2 beschreibt auch, daB wiederholte 
Bemuhungen einer Klonierung dieses 4,7 kbp Fragment in verschiedene 
Vektoren ohne Erfolg blieben. Die Erfindung ist deswegen ais erfinderisch zu 
betrachten und der Sachverhalt der Anspruche 1 -1 6 stent im Einklang mit Artikel 
33(3) PCT. 

Zu Punkt VIM 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Anspruche 7 und 15 betreffen retrovirale Vektoren, die fur neutralisierende 
Epitope des Felinen Immundefizienzvirus (FIV) oder des Humanen 
Immunodifizienzvirus (HIV) kodieren, und die Verwendung diese Vektoren zur 
Herstellung eines Arzneimittels. Soiche Vektoren sind jedoch nicht in der 
Anmeldung offenbart, und deswegen sind die Anspruche 7 und 15 nicht durch 
die Beschreibung gestutzt und verstoBen Sie gegen Artikel 6 PCT. 

2. Fur die Bedurfnisse in Zusammenhang mit die Hinterlegung von Plasmiden 
enthalt der PCT keine Kriterien. Bei Eintritt in die regionale Phase wird das EPA 
den Anmelder bitten, eine Empfangsbescheinigung oder gleichwertigen 
Nachweis fur die Hinterlegung des Plasmids pFeFV-7 vorzulegen, urn 
sicherzustellen, daB die Erfordernisse des Artikels 83 und 28 EPU erfullt sind. 

3. Die internationale vorlaufiger Prufungsbehorde mochte darauf hinweisen, daB 
der Anspruch 13 sich auf ein transgenes Tier bezieht, wobei Menschen nicht 
ausdrucklich ausgenommen werden. 
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GEBIET DES PATENTWESENS 



recd 2 3 MAR 2C01 



PCT 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNfciSpbHIOHdT 

L — " 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K 2769 - sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/l PEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales AnmeldedatumfTa^Monat / Ja/ir) 


Prioritatsdatum (Tag/MonatfTag) 


PCT/DE99/04052 


17/12/1999 


17/12/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/867 




Anmelder 






DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG „ET AL 





1 Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaRt insgesamt 5 Blatter einschlie(3lich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begruhdete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
17/07/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Benefits 
20.03.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt - P.B, 5818 Patentlaan 2 
✓S) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
S&r' Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340 - 3016 


Bevollmachtigter Bediensteter >^^r~\ 
Cupido, M \\ ^ /) 

Tel. Nr. +31 70 340 3374 ^ ^ 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzbl after, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgeiegt warden, gelten im Hahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthaiten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eLngreirtit nri.t Schneiten van 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ dj e Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04052 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behbrde uberden Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

I Dokumente 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: J. Gen. Virology 78, 2549-2564 (Helps et al., 1997) 
D2: J. Virology 71, 6727-6741 (Winkler et al., 1997) 

II Neuheit 

D er beanspruchte Sachverhalt der Anspruche 1-16 ist neu, und diese 
Anspruche sind im Hinblick auf Artikel 33(2) PCT gewahrbar. 

III Erfinderische Tatigkeit 

1. D1 wird im Zusammenhang mit der erfinderische Tatigkeit, als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die vollstandige 
DNA-Sequenz des felinen Foamy Virus F-17 und auf Seite 2549, die Vorteile die 
sich beim Gebrauch der auf diesem Virus basierenden Vektoren bei der 
Einfuhrung von heterologen DNA in Saugerzellen, wie zum Beispiel einen relativ 
grosses Genom und einem breiten Wirtspektrum, ergeben. Im Hinblick auf D1 
ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin zu sehen, solche, auf feline 
Foamy Virus (FeFV) basierende Vektoren zur Expression von Fremdgenen in 
Saugerzellen zu Verfugung zu stellen. 

2. Der Vektor, der in dieser Anmeldung offenbart und beansprucht wird, umfaBt 
eine erste DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript eines Teils des FeFv 
entspricht, und eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt. So ein DNA-Konstrukt wird in D2 offenbart. In diesem Artikel wird 
beschrieben, daB ein 4,7 kbp Fragment vom FeFV in pUC18 inseriert und in 
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Bakterien propagiert werden kann. D2 beschreibt auch, daB wiederholte 
Bemuhungen einer Klonierung dieses 4,7 kbp Fragment in verschiedene 
Vektoren ohne Erfolg blieben. Die Erfindung ist deswegen als erfinderisch zu 
betrachten und der Sachverhalt der Anspruche 1-16 steht im Einklang mit Artike! 
33(3) PCT. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Anspruche 7 und 15 betreffen retroviral Vektoren, die fur neutralisierende 
Epitope des Felinen Immundefizienzvirus (FIV) oder des Humanen 
Immunodifizienzvirus (HIV) kodieren, und die Verwendung diese Vektoren zur 
Herstellung eines Arzneimittels. Solche Vektoren sind jedoch nicht in der 
Anmeldung offenbart, und deswegen sind die Anspruche 7 und 15 nicht durch 
die Beschreibung gestutzt und verstoBen Sie gegen Artikel 6 PCT. 

2. Fur die Bedurfnisse in Zusammenhang mit die Hinterlegung von Plasmiden 
enthalt der PCT keine Kriterien. Bei Eintritt in die regionale Phase wird das EPA 
den Anmelder bitten, eine Empfangsbescheinigung oder gleichwertigen 
Nachweis fur die Hinterlegung des Plasmids pFeFV-7 vorzulegen, urn 
sicherzustellen, daB die Erfordernisse des Artikels 83 und 28 EPU erfullt sind. 

3. Die internationale vorlaufiger Prufungsbehorde mochte darauf hinweisen, daB 
der Anspruch 13 sich auf ein transgenes Tier bezieht, wobei Menschen nicht 
ausdrucklich ausgenommen werden. 
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An sp ruche 

1. Retroviraler Vektor zur Einfuhrung einer gewunschten, 
exprimierbaren DNA in eine Saugerzelle, wobei der 
retrovirale Vektor folgende Sequenzen umfa&t: Eine erste 
DNA-Sequenz, die dera reversen Transkript mindestens eines 

5 Teils eines felinen Foamyvirus (FeFV) entspricht, und 

eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt - 

2. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1, wobei in dem Vektor 
10 weiter eine gewunschte exprimierbare Fremd-DNA enthalten 

is t . 

3 . Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 oder 2 , wobei die 
erste DNA-Sequenz das reverse Transkript des gesamten 

15 Foamyvirus umfafit. 

4. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
wobei die erste DNA-Sequenz sowohl die 5 'LTR als auch die 
3 ' LTR eines Foamyvirus umf aSt . 

20 

5. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei die zweite DNA-Sequenz in den 5 'LTR-Bereich 
und/oder 3 'LTR-Bereich des Foamyvirus inseriert ist. 

25 6. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 5, der 

zusatzlich ein Gen enthalt, das einen nachweisbaren 
phanotypischen Marker codiert. 

7. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 2 bis 6, 
30 wobei die Fremd-DNA fur neutralisierende Epitope des 

felinen Immundef izienzvirus (FIV) oder des menschlichen 
Immundef izienzvirus (HIV) codiert. 
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8. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die erste DNA-Sequenz jene des bei der DSMZ am 23. 
November 1998 hinterlegten Plasmids pFeFV-7 ( DSM 12514) 
ist . 

9. Plasmid, den retroviralen Vektor nach einem der Anspruche 
1 bis 8 enthaltend. 

10. Zelle, das Plasmid nach Anspruch 9 enthaltend. 

11. Zelle nach Anspruch 10, die eine Tierzelle ist. 

12. Zelle nach Anspruch 11, die eine Saugerzelle ist. 

15 13. Transgenes Tier, den retroviralen Vektor nach einem der 

Anspruche 1 bis 8 oder das Plasmid nach Anspruch 9 
enthaltend . 

14. Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1 bis 8 
20 oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 

Arzneimittels zur Vakzinierung . 

15. Verwendung des Vektors nach Anspruch 7 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Vakzinierung von Katzen gegen FIV 

25 oder Menschen gegen HIV. 

16. Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1 bis 8 
oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur gentherapeutischen Behandlung von 

30 Patienten. 
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
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WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittiung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/04052 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jah r) 

17/12/1999 


(Fruhestes) Priontatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

17/12/1998 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG . . ET AL 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaft 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt tnsgesamt _3 Blatter. 

|"X"] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung {Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| J in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



2. 
3. 



□ 



□ 
□ 



bet der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



5. 



Hinsichtlich der Be2eichnung der Erfindung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[X] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

FOAMY-VIRUS-VEKTOREN ZUR EXPRESSION VON FREMDGENEN IN SAGERN UND DEREN 
VERWENDUNG 

Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| J Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — _ 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen | | keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzetchnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDT^^GEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/867 C12N5/10 A01K67/027 A61K48/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die rec here hie rten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



HELPS CR UND HARBOUR DA: "Comparison of 
the complete sequence of feline spumavirus 
with those of the primate spumaviruses 
reveals a shorter gag gene" 
JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 
Bd. 78, Nr. 10, Oktober 1997 (1997-10), 
Seiten 2549-2564, XP002135716 
READING GB 

Seite 2549, rechte Spalte, letzter Absatz 

-/— 



1-6,9-12 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgememen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist. etnen Phoritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgef uhrt) 

'O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspnjehten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist 



.y. 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Priorttatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategohe in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

14. April 2000 


Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts 

09/05/2000 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt. P B 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel (.-31-70) 340-2040. Tx 31 651 epo nl. 
Fax (-31-70) 340-3015 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Cupido, M 
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Kategone- Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teil© 



Betr Anspruch Nr. 



A 



WINKLER I ET AL: "Characterization of the 
genome of feline foamy virus and its 
proteins shows distinct features different 
from those of primate spumavi ruses" 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 71, Nr. 9, September 1997 (1997-09), 

Seiten 6727-6741, XP002135717 

AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 6728, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 

6729 

SCHMIDT M ET AL : "REPLICATING FOAMY 
VIRUS-BASED VECTORS DIRECTING HIGH LEVEL 
EXPRESSION OF FOREIGN GENES" 
VIROLOGY, US, RAVEN PRESS, NEW YORK, NY, 
Bd. 210, 20. Juni 1995 (1995-06-20), 
Seiten 167-178, XP000674745 

ISSN: 0042-6822 
das ganze Dokument 

DE 43 18 387 A (BAYER AG) 

8. Dezember 1994 (1994-12-08) 

das ganze Dokument 

W0 98 35024 A (SWITZER WILLIAM M ; HENEINE 
WALID (US); US HEALTH (US); BROWN JENNI) 
13. August 1998 (1998-08-13) 
Seite 6, Zeile 21 - Zeile 35 



1-6,9-12 



1-6,9-16 



1-6,9-16 



1-6,9-16 
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Feline spumavirus sequence 



1370 1330 1390 1400 1410 1420 1430 144C 

******** 

TTGAGTGAAA7ATAAATTAAGCTGAGGAGAATAATCCCTAGGGACCTTACCTTACTGAGGAAGGATGGCTCGTGAGTTAA 

gag MetAlaArgG luLeu 

14S0 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 

***»*»»* 

ATCCTCTCCAATTACAGCAACTGTATATAAATAATGGTTTACAACCTAATCCAGGACATGGAGATGTTATTGCTGTCAGA 
AsnProLeuG InLeuG InG 1 nLeuTyr 1 1 eAsnAsnGlyLeuGlnProAsnProGlyHi sG lyAspVa 1 I leAlaVa 1 Arg 

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1593 1600 

• *»•***■ 

TTTACAGGAGGACCTTGGGGTCCAGGTGATAGATGGACTAGAGTGGCAATACGATTACAAGATAACACAGGGCAACCTTT 
PheThrG lyGlyProTrpGlyPrcGlyAspArgTrpThrArgValAlalleArgLeuGlnAspAsnThrGlyGlnProLeu 

1610 1620 1630 164C 1650 1660 1670 1680 

• ****** t 

ACAGGTTCCTGGATATGGCTTGGAACCTGGGATAATAAATCTGAGAGAGGATATCTTGATAGCAGGACCGTATAATTTAA 
GlnVal PraGlyTy-GlyLeuGluProGlyl lelleAsnLeuArgGluAsp! leLeuI leAlaGlyProTyrAsnLeu 

* 1690 17CC 1710 1720 1730 1740 1750 1760 

*•*»**.» 

TAAGAACTGCCTTTTTGGACTTAGAGCCTGCCAGAGGACCTGAAAGACATGGTCCTTT'TGGAGATGGCAGATTACAGCCT 
1 leArgThrAiaPheLeuAspLeuGluProAiaArgGIyProGluAxgHisGlyProPheGlyAspGlyArgLeuGlnPro 

1770 1783 1790 1800 181C 1820 1830 1840 

******** 

GGAGATGGTTTATCTGAAGGGTTTCAACCTATCACTGATGAAGAAATGCAAGCAGAAGTAGGAACTATTGGTGCTGCTAG 
GlyAspGlyLeuSerGIuG 1 yPheG I r.Pro I leThr AspG LuGluMetGlnAlaG iuVa 1G 1 yChr 1 1 eGlyAlaA La Arg 

185C ie60 1870 1880 1890 1900 1910 1920 

• »***»#. 

AAATGAGATAAGATTGTTACGAGAAGCCTTACAGAGGTTACAAGTTGGAGGTGTGGGTAGACCTATACCAGGAGCAArCT 
AsnGluIleArgLeuLeuArgGluAlaLeuGInArgLeuGlnValGlyGlyValGlyArgProI leProGlyAlalle 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2CC0 

******** 

TACAGCCACAACCAGTAAT AGGGCCAGTAATACCGATTAATCATCTTAGGTCAGTTATTGGT AATACTCCACCAAATCCA 
LeuG InProGlnProVal I leGlyProVal 1 1 ePro I leAsnHisLe-ArgSerVa 111 eGlyAsnThrPr o?r oAsnPro 

2010 2020 2030 2040 2050 2C60 2070 2080 

»****».» 

CGAGATGTCGCCCTATGGCTTGGAAGArCTACAGCCGCTATTGAAGGAGTATTCCCCATAGTGGACCAAATCACCCGTAT 
ArgAspVa 1 AlaLeuTrpLe uGlyArgSerThr AlaAlal 1 eGluGlyVal PhePror leVal AspGlr.I leThrArgMet 

209C 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 

*«»***,. 

GAGGGTAGTTAATGCCTTAG7AGCA7CTCATCCCGGCCTAACATTGACTCAAAACGAGGCCGGAAGCTGGAACGCTGCCA 
ArgValVal AsnAlaLeuValAlaSerHisProGlyLeuThrLeuThrGluAsnGluAlaGlySerTr-pAsnAlaAla 

2170 2100 219C 2200 2210 2220 2230 2240 

*****»,, 

TATCAGCTTTATGGAGGAAAGCTCA7GGTGCTGCAGCTCAGCATGAACTGGCAGGAGTATTGAGTGATATTAATAAAAAG 
1 1 eSer Al aLeuTrpArgLy sAlaHi sG lyAlaAl aAlaGlnHi sGluLeuAlaGlyValLeuSer Asp I leAsnLy sLys 



225C 2260 2270 228C 2290 2300 231C 



232C 



GAAGGTATACAAACT'GCATTCAATTTAGGAATGCAATTTACAGATGGAAACTGGTCCTTAGTATGGGGAATAATCAGGAC 
GluGly I leGlnThrAlaPheAsr.LeuGlyMeCGinPheThrAspGlyAsnTrpSerLeuValTrpGly II el leArgThr 



2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 



!40C 



TCTTTTACCAGGACAAGCCCTGGTAACCAATGCTCAGTCACAATTTGACCTAATGGGAGATGATATACAACGAGCGGAAA 
LeuLe'.ProGlyGlnAlaLeuValThrAsr^laGlnSerGInPheAspLeuMecGlyAspAspI leGlnArgAIaGlu 

2410 242C 2430 2440 2450 2460 2470 248C 

****•*.. 

ATT^CCCCAGGGTCATTAATAAT™ATACACTATGCTGGGCCTTAATATACACGGGCAGAGCATTAGACCACGGGTACAA 
AsnPr.eProArgVal 1 1 eAsnAs- LeuTyr ThrMet LeuG lyLeuAsnl 1 eH i sGlyGlnSer 1 1 e Arg? roAr gVa 1 G 1 n 
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249 r. 2*30 2510 2520 2 5 3 C 2540 2550 256C 

..-*'•** 
ACACAGCAGCAACAACCTCGATCCCGAAACCAGGGACGATCTCAACAAGGTCAACTAAATCAGCCAAGACCCCAAAATAG 
ThrGLnGlr.Glr.GlnProArgSerArgAsnGLr.GlyArgSerGlr.Gir.GlyGlnLeuAsr.Glr.ProArgProGlriAsrArg 

:e73 253C 2590 2600 2610 262C 2630 2640 

AAATAACCAATCTTATAGACCCCCTAGACAACAACAGCAACACTCTGATGTTCCCGAACAGAGAGATTCGAGAGGACCAT 
AsrJVsnGlnSerTyrArgProProArgGlnGlnGlnGlnHisSerAspValProGluGlnArgAspSerArgGlyPro 

2 e*0 2660 2670 2680 2690 2700 27X0 2720 

CGCAACCTCCTCGTGGAAGTGGAGGAGGATATAATTTTAGAAGAAATCCGCAGCAGCCTCAGCGCTACGGCCAAGGACCA 
SerGl-PrcPrcArgGlySerGlyGlyGlyTyrAsnPheArgArgAsnProGlnGlnProGlrJ^rgTyrGlyGlr.GlyPro 

2730 2740 275C 2760 2770 2733 2790 280C 

CCAGGACCAAACCCGTACCGACGATTCGGAGACGGCGGTAATCCTCAACAGCAGGGACCACCACCGAACCGAGGGCCTGA 
ProGlyProAsnPcoTyrArgArgPheGlyAspGlyGiyAsnProGlnGlr.GlnGlyProProProAsnArgClyProAsp 



: 8 10 



2820 2830 2640 2850 2860 2870 2880 



TCAAGGACCTCGGCCAGGAGGTAATCCCAGAGGAGGAGGAAGAGGTCAAGGCCCAAGAAATGGAGGAGGAAGCGTGCCGC 
GlnGlyProArgProGiyGlyAsnProArgGIyGlyGlyArgGlyGlnGlyProArgAsnGlyGlyGlySerVa; Pro 

2993 2900 291C 2920 2930 2940 2950 2960 

A G T A C AC A C ACT G AAAAC GT C C G AAAAC G AAAC T AAAAAT GG AT CT G CTG AAG C C GTT G AT AG TG G AAAG AAA GGGGG T A 
Glr.TyrThrGln * * * 

pol Me'.AspLeuLeuLysProLeuI leVa lGluArgLy sGlyVal 

2970 298C 2990 3000 3C10 3020 3C30 3040 

- - * * * 

AAGATTAAAGGTTACTGGGACTCCCAAGCCGATGTTACC^GTGTTCCGAAAAGCTTGCTTCAAGGAGAAGAACCTGT'rAG 
Lysi leLysGlyTyrTrpAspSerGlnAlaAspValThrCysValProLysSerLeuLeuGlriGlyGluGluProValArg 

3C50 306C 3070 3C80 3C9C 3100 3110 312C 

* . * * * * » * 

GCAACAAAATGTGACAACTATACATGGAACGCAGGAAGAAGATGTATATTATGTAAATTTAAAGATAGATGGTAGAAGAA 

G 1 nG 1 rvAsnVa IThrThr I leH i sG lyTrirG 1 nGluGluAspVa lTyrTyrVa iAsr.LeuLysI 1 eAspG I yArgArg 

3 130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 

T^AATACAGAAGTGATAGGGACAACTTT^ACTATGC^ATTATAACTCCTGGAGACGTACCTTGGATCTTGAAGAAACCT 
I 1 eAsnThrG 1 uVa 1 1 1 eG ly ThrThrLeuAspTyrAl a Z le I leThr ProG lyAspVa 1 ProT rp 1 1 eLeuLy sLy s Pro 

3 2 10 3220 3230 3240 3250 3260 3270 328 0 



# 



TTAGAAT^GACTATTAAATTGGATTCAGAAGAGCAGCAAAGAACT^ 

LeuG luOeuThr I leLysLeuAspSerGluGluGlnGlnArgThrLeuLeuAsnAsr.Ser 1 LeLe'-SerLysLysGlyLys 

3290 33 0 0 3310 3320 3330 3340 3350 3360 

♦ »»»*•»* 

AGAAGAATTAAAACGAT^ATTTGATAAATATAATGCCTTGTGGCAAAGTTGGGAGAA7CAGGTC<>GTCATAGAAAAATTA 
GiuGluLeuLysArgLeuPheAspLysTyrAsnAlaLeuTrpGlnSerTrpGiaAsnGlnValGlyHisArgLys E le 

j370 338 0 3390 340C 3410 342 0 3430 3 4 4 C 

» • . »*»*» 

GGCCACACAAAATAGCAACTGGTACGGTGAAACCCACACCTCAGAAACAGTATCATATTAATCCAAAAGCAAAGCCTGAT 
ArgProHisLys 1 leAlaThrGlyThrVa 1 Ly s PrcThr ProG 1 nLysG InTyrHis 1 1 eAsnProLysAl aLy s Pr oAsp 

3450 34 6C 3470 3480 3490 35C0 3510 352 0 

AT CCAGATTGTAATTAATGATTT ACTAAAACAAGGGGTACTAATTCAAAAGGAAAGTACT ATGAACACTCCTGTCTACCC 
I 1 eGln : leVal I leAsnAspLeuLeuLysGlr.GlyValLeuI leGlr.Ly sGluSer ThrMe tAsnThr ProValTyr Pro 

3530 3540 355C 356C 3570 3590 359C 3600 
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AGTGCCCAAGCCAAATGGCCGATGGAGAATGGTATTGGACTACAGAGCGGTAAATAAAGTTACACCCCTAATAGCTGTAC 
Va 1 ProLysProAsnGlyArgTrpArgKetValLeuAspTyrArgAlaValAsnLysValThrFroLeuI leAlaVal 

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 

. ****** * 

AAAATCAACACTCGTATGGAATTATAGGAAGTtrrTTTTAAAGGCAAATATAAAACCACGATTGATTTATCCAATGGTTTC 

GlnAsnGlnHi sSerTyrG ly I 1 el leGlySerLeuPheLysGlyLysTyrLy sThrThr I leAspLeuSerAsr.G ly Phe 

3690 ■ 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 

»,*»*** * 

TGGGCACACCCTATTGTCCCAGAGCATTATTGGATTACTGCATTCACTTGGCAAGGAAAACAATATTGCTGGACTGTTTT 
TrpAlaHisProT leVa 1 Pr oG luAspTyr/TrpI leThrAlaPheThrTrpGlnGlyLysGlnTyr CysTrpThrVal Leu 

3770 3780 3790 3800 331C 3820 3330 3840 

■ ****** » 

ACC AC AAGGCTTTCTGAATAGCCCTGGGTTGTTTACTGG AG ACGTTGTGGACCTCCT AC AGGGGATTCCCAATGTGGAAG 

ProGlnGlyPheLeuAsnSer ProGlyLeuPheThrGlyAspValVa lAspLeuLeuG InGi y I 1 eProAsnVa 1 G lu 

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 

»»•*•*• * 

TCTATGTGGATGATGTATATATTAGTCATGATTCTGAAAAAGAACATTTGGAGTATCTGGATATTTTGTTTAATAGATTA 
Va iTyrValAspAspValTyr I leSerHisAspSerGluLysGluHisLeuGluTyrLeuAspIleLeuPheAsnArgLeu 

3930 3940 395C 3960 3970 3980 3990 4000 

******** 

AAAGAAGCAGGATATATAGTATCTCTTAAAAAATCCAATATTGCCAATTCTATTGTGGATTTTCTTGGTT'TTCAGATTAC 
LysG luAIaGIyTyr 1 leVa ISerLeuLysLysSerAsnl leAlaAsnSerl leValAspPheLeuGIyPheGl nl leThr 

4010 4C20 4C3C 4040 4050 4060 4C70 4080 

* ****** * 

TAATGAAGGCCGAGGCCTGACAGATACTTTTAAAGAAAAATTGGAAAATATTACTGCCCCTACCACTCTTAAACAATTAC 
AsnGluGlyArgGlyLeuThrAspThr PheLysGlulysLeuGluAsnl leThrAiaProThr7.hr LeuLy sG InLeu 

4090 410C 4110 4120 4130 4140 4150 416C 

******* » 

AAAGCATATTAGGTCTTTTAJU^TTTTGCCAGAAATTTrATTCCTGACTTTACTGAGCTAATTGCTCCTTTATATGCATTA 
Glr.Ser : 1 eLeuG lyLeuLeuAsnPheAlaArgAsnPhe I leProAspPheThrG luLeu Z leAlaProLeuTyrA 1 a Leu 

4170 4180 4190 420C 4210 4220 423C 4240 

* ****** * 

ATACCAAAGTCTACCAAGAA^TATGT^CCTTGGCAAGCAGAGCATTCAACCACTCTGGAAACTTT AATTACTAAACTCAA 
I leProLysSerThrLysAsr.TyrValProTrpGlnAlaGluHisSerThrThrLeuG luThrLeuI 1 eThr Lys LeuAsn 

4250 426C 4270 4280 4290 430C 4310 4320 

******* * 

TGCGCC A GAATATTTGCAAGGAAGAAGGGG AG AT AAAGCATTGATCATGAAAGTCAATGCTAGTT AT AC AACAGG AT AT A 
C, 1 yA 1 aG 1 uTy r LeuG InG lyAr gArgGiyAspLy sAl a Leu I leMetLysVa UsnAlaSerTyrThrThrGlyTyr 

4330 434C 4353 4360 4370 438C 4390 440O 

******* * 

TAAAGTATTATAATGAAGGGGAAAAGAAGCCAATTTCTTATGTGAGTATAGTGTTCAGCAAAACTGAATTAAAATTTACT 
IleLysTyrTyrAsnGluGlyGluLysLysProIleSerTyrValSerlieValPheSerLysThrGluLeuLysPheThr 

4410 4420 44 3 0 4440 4450 4460 447 0 4480 

* ****** * 

GAACTAGAGAAATTGCTGACCACTATGCACAAGGGTCTTTTAAAGGCCT*TGGATCTATCAATGGGGCAAAACATTTATCT 
G 1 uLeuG luLys LeuLeuThrThrMetH i sLysG lyLeuLeuLysAlaLeuAspLeuSerMetGlyG lr.Asr.Il eTyrVa 1 

4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560 

******* «- 

TTATTCCCCCATTGTATCCATGCAAAATAT^CAAAAAACACCACAAACTGCTAAAAAGGCTrTGGCCTCCAGATGGTTGA 
TyrSerPro I leVa lSerMeCG InAsn I leGlnLysThr ProGlnThrA laLysLys A 1 a Leu A laSer Ar gTrpLeu 

4570 45B0 4590 4600 4610 4620 4630 4640 

»**»»»* • 

jTTGGCTTTCTTATTTGGAAGATCCGAGAATTAGATTCTTTTATGATCCACAGATGCCTGCTTTAAAGG ACTTGCCTGCT 
.S'erTrpLeuSerTyrLeuG.uAspProArql 1 eArgPhePheTy rAspProGlnWet P roA 1 aLeuLys AspLeuProAl a 

465 0 4 5 6 C 467C 4 6 9 C 4690 47CC 4 7 1 Q 4 7 Z 0 
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- AGA- " c^AGAAAAGATAATAAAAGGCATCCTAACA 

Va IA^pThrArgLysA^pAsnLysArgKi sProAsnAs r.PheG 1 r-H i s I lePheTy-~^ r AspG ^ySerAla I ^eThrSer 

4733 474 0 4750 4760 4770 4780 4790 4800 

CCC m AC^AAAGAGGGACATTTGAACGCTGGAATGGGAATAGTTTATTTTAT 

48 ,, 48 , 0 4830 4840 485C 4860 4870 4880 

AGGAA"GGTC"ATTAATTTGGGGAATCATACAGCACAATTTGCAGAAATAGCTGCTTTTGAATTCGCCCTTAAAAAATGT 

489C 4900 4910 4920 493C 4940 4950 4960 

^TAr^rTTGAGAGGAAATAT^CTTGTGGTTACTGACAGCAATTATGTTGCAAAAGCATATAATGAGGAACT^GATGTTTG 
-lICproL-uArgGlyAsnlleLouValValThrAspSerAsnTyrValAlaLysAl-TyrAsnGluGluLeuAspValTrp 

49 -, c 4980 4990 5000 5010 5020 5C30 5C40 

-G-CT— AA-GGCTTTG-GAATAACAGGAAGAAACCTT^ 

"AlaSerAsnGlyPheValAsnAsrxArgLysLysProLeuLysHisIleSerLyBTrpLysSerValAlaAspPheLys 

- 05 . 5 ~ 6 n 5C70 5030 5090 S10C 5110 5120 

AA--AAGGCCAGATG^GTCGTGACCCATGAGCCAGGTCACCAAAAAC^GACTCATCTCCTCATGC^ACGGAAATAAT 
LysLeuArgProAspValValVaiThtHisGluProGlyHiiGlnLysLeuAspSerSerProKisAlaTyrGlyAsnAsn 

513n 5 - 4 r 5150 5160 5170 518C 519C 5200 

^j^Q^~^^«cAACTGGCCACGCAAGCCAGTTTTAAAGTACATATGGCTAAAAATTCCAAGCTGGACATTGAGCAAATAAA 
LeuAUAspGlr.LeaALaThrGlnAlaSerPheLysValHlsMeLAlaLysAsnSerLysLeuAspIleGluG.nlleLys 

5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 

»#»*•** 
GGCAA m TCAAGCATGTCAAAATAATGAAAGGTTACCTGT^GGT^ATCCAAAACAATATACATATGAGTT ACAAAATGATA 
AiaUeGlr^ldCysGlnAsrAsnGluArgLeuProValGlymProLysGlr.TyrThrTVrGluLeuGlr.AsrAsp 

52 9Q 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 

AA-GTA-GGTT^GAGAAAAGATGGTTGGAGGGAAATTCCTCCTTCCCGAGAGCGATACAAACTTGTTAAAGAAGCACAT 
LysCysKetValLeuArqLysAspGlyTrpArgGluIleProProSerArgGI-uArg^rLysLeuVallysGluAlaHls 

5370 5360 5390 5400 5410 5420 5430 5440 

GACATTAGTCATGCAGGTCGAGAAGCCGTGTTAT^AAAAATACAAGAAAACTATTGGTGGCCAAAAATGAAGAAAGATG'r 
AspIleSerHisAlaGlyArgGluAlaValLeuLeuLysIleGlnGluAsnTyrTrpTrpProLysMetl-ysLysAspVal 

54^0 5460 5470 5460 5490 5500 551C 5520 

ATCATCTTTTCTTTCTACATGTAATGTATGTAAGATGGTAAATCCTTTAAATT^GAAACCTATTAGCCCTCAAACTATTG 
SerSerPheLeuSerThrCysAsnValCysLysMetValAsnProLeuAsnLeuLysProIleSerProGlnThrlle 

553C 554C 5550 5560 557C 55B0 5590 5600 

TAC ACC^AACCAAACCTTTTGAT AAATTTTATATGGATTACATTGGGCCATTGCCGCCATCAGAAGGTTATAT ACAT ATT 
ValHisProThrLysProPheAsp-ysPheTyrMetAspTyrlleGlyProLeuProProSerGluGlyTyrlleHisIle 

561C 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 

^"AGTTGTGGTAGATGCTGCCACTGGATTTACTTGGTTATACCCCACCAGGGCTCAAACCTCCAAGGCCACAATTAAAGT 
Le^VaiValValAspAlaAiaThrGlyPheThrTrpLeuTyrProThrArgAlaGlnThrSerLYsAlaThrlleLysVal 

569 r 57C0 5710 5720 5730 5740 5750 576C 

TC^TAATCATCTCACTGGACTTGCAATTCCAAAGGTGCTGCATTCTGATCAAGGATCAGCATTTACTTCTGAAGAATTTG 
'uuAsnHisLeuThrGiyleuAlalleProLysValLeuHisSerAspGlnGlySerAlaPheThrSerGluGluPhe 



2556 
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Feline spumavirus sequence 



5770 



73; 



57 9Q 



58C0 



; 820 



=58 3! 



5 840 



CTCACTGGGCAAAGGAAAAGAATATACAATTGGAATTCAGTGCTCCTTACCACCCTCAAAGCAGTGGGAAGGTGGAAAGG 
A laGlr.TrpA LaLystilu^/sAsnl 1 eG 1 nLeuG 1 uPheSe r AlaProTyrH i s ProGlnSer SerG I yLy sVa IG 1 uArg 



58 50 



5860 



5870 



58B0 



5890 



59C 0 



59 U 



592 0 



AAAAACAGTGAAATTAAGAAACTTTTAACTAAGCTrTTGGTCGGGAGGCCTTTAAAGTGGTACAACCTTATATCCAGTGT 
LysAsn.iHrCluI leLy s LysLeuLeuThr Ly s Leu Leu Va lGlyAr gPr oLeuLysTrpTyrAsr.Leu I leSerSetVd 1 



59 3 0 



5 940 



5950 



5960 



5970 



5 9 8 0 



:9 90 



6000 



GCAACTTGCCGTAAATAACACTCATGTTGTCAGCACCAAGTATACTCCTCATCAATTAATGTTTCGAATTGATTGTAATT 
GIr.LeuA ; a LeuA.snAsnThrH i sVa IVaiSerThrLysTyrThrProHi sGlnLcoXetPheGlyl ieAspCysAsr. 



6 0 10 



6c:o 



603 0 



6040 



6050 



6060 



6070 



6080 



TACCATTTGCTAATAAGGATACCTTGGACTGGACAAGAGAAGAAGAACTTGCTCTCTTGCAGGAAATTCGTGAATCTTTA 
LeuPr ^PheAlaAsnLysAspThrLeuAspTrpThi ArgG LuG LuG luLeuAlaLeuLeuGlnGlu: IcAr gG 1 uScr Leu 



6 0 90 



6 100 



6 110 



6120 



6130 



6140 



6 150 



6 1 60 



CA^CACCCTGTGCAACCCTGCACCTCTTCTGGTTGGTCACCATACGTTGGCCAGCTAGTCCAGGAGAGGGTGTACAGGTC 
G Ir.H i sProVa iGlr.Pr oSerThr Ser SerGlyTrpSer Pr oTyrVa IGlyGl nLeuVa 1G i aG 1 uArgValTyrArgSer 



61 



b 1 ao 



6190 



62C0 



6210 



■ 220 



6230 



6240 



GTrACAATTAAGGCCTAAATGGAGGAAGCCTACAAAGGTCTTGGAAATATTAAArcCTAGGAGTGTGATTATAGTGGACr 
S«rG LnLe^ArgPr jLysTrpArgLysProThrLysVa 1 LeuGluI leLeuAsnP z oArgThr Vd .IlelloValAsp 



62 5 



62 60 



628! 



6290 



6 300 



63 10 



63 2 0 



ATCTAGGCCAACGGAAATCTGTGAGTATTGACAATTTAAAACCAACAGCACATCAGCATAATGGAACAAGAACATGTGAT 
H i sLeuGiyGlnArgLysS^rVal Serl leAspAsnLeuLysPrcThrAlaHisGlnHisAsnGlyThrArgThrCysAsp 

•nv MetGl uG LnGluH i sVa lMe ■ 



6 3 3 0 



6 3 10 



6 3 5 



6360 



6370 



6380 



t 39C 



64 00 



GACCTTGAAGGAATGGATGGAATGGAATGCTCACAAACAAC7ACAGAAACTTCAGTTGACTCATCCTGAGTTACATGTTG 
AspLeuG luUlyMer AspG lyMe f : GluCysSerGln ThrThrThrG 1 uThrSerVa 1 AspSerSe r* * * 
Thr LeuLysG 1 uT r pMe c G 1 u T rp As nA 1 a H lsLysGlnLciiGlnLysLeuGlnleuThrHi sProG 1 uLeuHi sVa I 



64 13 



64 2 0 



64 3 J 



64 4 0 



6450 



646' 



6470 



64fl 0 



AC\ATA7CTCAAGATATTCATTGAG7ACCAGAGAAGGTACXTTTGAAAATGAGGATGCGATATAGATG7-TATACTCTr]TG'? 
Asr: >PrcGi'jAspl 1 eH i s SerVa 1 ProG 1 uLysVa 1 ProLeuLysMetArgMet Ar gTyrAr qCy s?yr Thr LnuCys 



6 ■', 9 0 



6500 



65 10 



6 5 2 0 



6530 



6540 



6 5 50 



656C 



GCT ACTTTCT ACTAGAATAATGTTTTGGATACTATTCTTTCTTCTATGTTTTTCAATAGTTACTTTAAGT ACAAT'TATAAG 
AldThrierThrAri :ieHetPhe?rp I 1 eLeuPhePheLeuLeuCys PheSer 1 1 eVa 1 Thr LeuSer Thr I : e iieSer 



6 59C 



6 5 9' 



6 5 0 C 



6610 



6620 



•3 J J 



6 64 C 



'ATrCT^AGATATC.^TGGAAAGAAGCAATAACACATCL-TGGCCCAGTTTTAAGTTCGCAGGTGACTAATTrA-ATGTAA 
I leLeuArgTyrGlnTrpLysGluAla r 1 eTh rHisPr cG 1 y PrcVa 1 LeuSe rTrpG lr.ValThr As nSerHisVa i 



6 6 50 



66 6 



6670 



6 6 3' 



6690 



6700 



6 7 10 



672 



VAATGGGAGGAAATACTTCCTCTTCCTCCAGACGGAGACGTGATATACAATACCACAAACTTCCGGTAGAGGTT^CATG 
'^v-XetG -vGiyAsnThrSerSerSerSerArgArgArgArgAsprieGlnTyrHisLysLt'uPrc-Va .GL.'MlAsr, : 1 e 



A ■ "> ; 



674 G 



67 50 



676 ■ 



6 770 



67R0 



6 79<~ 



6 P 0 : 



T C A G G G A T C T T A C AA 'J G T ~ T T TTr T TT G C AC C T C AA C C AAAAC CT AT ACTT C AC AAA G AAAG AACTTT AGGTCTTTCTCA 
rerGiylLeP: -.;G1 :/.V. y Leu Pn<- PheA 1 a P r oG 1 n P ro Ly s Pr O I 1 eLeuH l s Ly s G 1 uAr gTh r LpuG 1 y !.e u S e r G 1 r. 



6 93 ~ 



^40 



6850 



860 



f. a 7 r. 



.88 
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2558 



AGTGATTCTTATTGATTCCGATACTATTACTCAAGGTCATATTAAACAACAGAAAGCATATTTAGTCTCAACTATTAATG 
Val I leLeuI IeAsp5erAspThr 1 1 eThrGlnGl yH a s I leLysGlr.Glr.LysAlaryrLeuValSerThr IleAsn 



6S90 



6900 



6910 



6920 



69 3 0 



694C 



6950 



6960 



AAGAAATGGAACAATTAAAAAAGACAGTATTACCTTTTGATTTACCTACCAAGGATCCTTTAACTCAAAAAGAATATATA 
GluGluMeCGluGlnLeuLysLysThrValLeuProPhBAspLeuProThrLysAspProLeuThrGlr.LysGluTyrUe 



6970 



698C 



6990 



7000 



701C 



7C2C 



7030 



704C 



GAGAAGAGGTGCT7r?CAACATTTTG<iACATTGTTATGTTATTGAGTATGGAAGTCCTAGAAAATGGCCATTTGATGATTT 
GluLysArgCysPheGlnHisPheGlyHisCysTyrVallleGiuTyrGlySerProArgLysTrpProPheAspAspLeu 



■Q50 



7060 



707 



7080 



7C9' 



71C0 



7110 



7120 



AATACAAGATCAATGCCCCTTACCTGTGATATACAGTAATGGGCCTCGATATAGAAATCATACTAT'CTGGTCTTTGTATA 
I 1 eGl.iAspG 1 "CysProLeuProVa ill eTyrSerAsnGlyProArgT/rAr^Asr.H i sTh r I 1 eTrpSerLeu?yr 



7 130 



7 14C 



7 1 50 



716 0 



7170 



7 180 



7 190 



•2CQ 



TATATCAACCTT^TTCAGTGCCCAAAAATTGGTC^AACCCATATGGAGATGCCAGGATTGGAAGTTTTTATGTTCCAAAG 
•:e-'rGlnPro?he5erVa:?roLysAsr.TrpSerAsnPr 0 TyrGlyA S pAlaArg:ieGlySerPhe7-/rValProlys 



7 2 10 



r "1 ~i 



723C 



7240 



'2 5 0 



7260 



7270 



7230 



GAATTTAAAGAGAATGCTACTCATGGAATATTCTGTTCTGACCAATTATATGGAGAATGGTATGACAGGACTT-A^^TTC 
^uPneLysGl^snAlaThrHisGlyriePheCysSerAspGlnLe^TGlyGluTrp^yrAspArgrr.rLe'jpJoSer 



7 2 9 C 



73C 



73 1C 



732C 



7 33 C 



34 C 



73 ec 



TCAGACATTGCAAGAACTAGCAAAAACCTTT7TAATGAG<JATATT ATTAAAGAGAAGAAATGGAAACAAATTAAATGAAT 
GlnThrLeuGlnGluLeuAlaLysThrPheLeuMetArglleLeuLauLysArgArgAsr.GiyAsr.Lys-easr.Glu' 



■3 7C 



7 3 80 



73 9C 



7400 



74 1 0 



7 42 0 



74 3 0 



7440 



CATCCTTG^CTCCTACTTTGTCCTCTAAGGGACAAAAGCTCCTCTTCAGAGAT-'TTGGTTCCATATGATAG'-TGCAACATA 
Ser^erLe.^AlaProThrLeuSerSerLysGlyGlrXysLeuLeuPheArgAspLeuValProTyrAspSerCysAsnlle 



74 50 



7460 



7470 



7480 



7490 



7500 



75 10 



7520 



CC TAAAGCAGTACTTCTCTTAAAC AG AACTTATTGGCCATTTTCCTTGTGGGAAG<SCGATTGTGCG AT ATT^C AG AC AAA 
ProLysA.aVa.LeuLeuLe.jAsrArgThrTyrTrpProPheSerLe^TrpGluClyAspCysGlyilePheGlr.ThrAsn 



75 3 C 



754 



755C 



7560 



757G 



"•5 80 



759C 



760C 



■ATCACAGAACATGCTAGCTGTAAGAAGTTCAATCGA^ 
^eThrG.uHisAlaSerCysLysLysPheAsnArgThrGlnThrSerHisProTyrAla^-sThrPheTrpArgGlr. 



7610 



762 0 



'630 



7640 



55C 



7660 



' 67C 



763C 



ATTTAGGAAATGCCTCAATAAAATGCGTGGATGACTCAGCACGATGTTATTATAGTCCTGCTTACACAGGAGT-GAAAAT 
./rLeuG. y AsnAlaSerIleLyse/ S ValAspA S pSerAlaArgCy S TyrTyrSer?roAlaT- / rrhrCl y ValGl-^A S n 



76 90 



7 7 CO 



7710 



772C 



773' 



7740 



775C 



7760 



AGGGAAGAT^TGGATGGCAAGCATATAATGACAATTT^CCCTCACCTGTATGTATTAAAGAGATACCAAr^ATTAAAAA 
ArgG.uAspPheGlyTrpGlnAiaTyrAsnA.pAsnPheProSerProValCysIleLysGluIleProrieKeLysLys 



777C 



7 78 0 



7790 



7800 



7310 



782C 



'8 3 0 



784' 



^AATTATAAAGTATCCTCTCTCCTAGCTGAA^^ 
A^rLy^lSerSerValLeuAlaGIuCy^^ 



'850 



7 86 0 



'37 C 



r aao 



7 89 0 



' 9 0 0 



'9 10 



'920 



^ TGGAAAATTTGTTCTCTACCAAGCATGTGTTGCCTGAAGATACTTTT AAACCTTA7AATAATTTT ACA"GGCC^AAATA^ 
-e.G.^snLeuPheSerThrLysKisValLe.ProGluAspThrPhe.ysPro^yrAsnAsr.PhelhrTrpProLysryr 



1 9 3 j 



'94 



7950 



^960 



1 ^ "t p 



'980 



-99 



3000 



BNSDOCID cXP 2135 T '5A_I > 



F«lino spumavirus sequence 



G AAAAACAAAAT AAACAA C AAAAAAC CT CTTGTGAAGG AAGCAAAAAC AAAAGAC AAAG AAGGTCCGT AAGTACAGAAAA 
GLuLysGlrJiSn-ysGlnGlnLysThrSerCysGluGlySerLysAsnLysArgGlnArgArgSerValSerThrGluAsr. 

3010 B020 9030 8C40 8C50 9060 8C7Q 8080 

^ . • * * * * • 

CCTAAGAAGAATGCAAGAGGCAGGCTTAGGCCTGGCCAATGCAATTACCACTGTGGCCAAGATTTCTGACCTGAATGATC 
LeuArgArgMecGlnGluAlaGlyLeuGlyLeuAlaAsnAlal leThrThrVa 1A1 aLys 1 1 eSerAspLeuAs nAsp 

SC90 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160 

* » • • » » • » 

AGAAATTAGCCAAGGGAGTACATTTGCTTAGAGATCATGTTGTCACTCTAATGGAAGCCAATTTGGATGATATTGTGTCC 
GlriLysLeuAlaLysG lyVa lHi sLeuLeuArgAspHis'/a 1 Va IThrLeaWe tG 1 uAlaAsnLc^AspAspI leVa 1 Ser 

9170 8130 8190 8200 8210 6220 8230 8240 

»»*•»*»» 

CTAGGAGAGGGAATACAAATAGAACATATACACAATCACTTAACCTCTTTGAAATTGCTTACCTTGGAAAATAGAATTGA 
LeuGlyGluGly I leGlnl 1 eGluHisIleHisAsr.H l s LeuThr Ser Leu Ly sLeuLeuThx LeuG LiiAsnAxgl leAsp 

3250 826C 8270 32B0 829C 8300 8310 8320 

T # »***■*• 

CTGGAGGTTTAT AAATGACTCAT'GGATTCAGGAAGAATTAGGTGTTTCAGACAATATAATGAAAGTAATAAGGAAAACTG 
TrpAr g?he IleAsnAspSerTrpI 1 eGlnGiuGluLeuGIyVa 1 Ser Asp As n I i eMet LysVa 1 1 leArgLysThr 

833C 8340 8350 8360 8370 83B0 8390 8400 

******** 

CAAGGTGTATTCCTTACAATGTCAAACAAACAAGGAATCTAAACACTTCTACTGCATGGGAAA7ATATTTATATTATGAG 
AlaArgCysI leProTy rAsnVa 1 Ly sGlr.Thr Ar gAsnLeuAsnThrSerThr A '.aTrpGlu I leTyrLeuTyrTyrGlu 

9410 S423 8430 8440 8450 8460 8470 8480 

*■ * * ***** 

ATTA7CATTCCTACCACTATATATACACAGAATTGGAATATAAAGAATCTAGGTCACCTTGTAAGGAATGCAGGATATTT 
I lei lei lePr oThrThr I leTyrThrG lnAsnTrpAsnl 1 eLysAsnLeuGlyHi sLeuVa 1 ArgAsrA laG lyTyrLeu 

8490 8500 8510 8520 8530 3540 8550 8560 

GTCTAAGGTGTGGATCCAACAACCATT^GAAGTATTAAACCAGGAATGTGGAACAAATATATATTTACATATGGAAGAAT 
SerLysVa lTrp r leG 1 nG InProPh.eG luVa 1 Le'-AsnG InGluCysG LyThrAsnl leTyrLeuHisMetGluGlu 

8570 8530 8590 9600 8610 8620 6630 8640 

* * * ***** 

GTGTTGACCAAGACTATATAATATGTGAAGAAGTAATAGAATTTCCTCCTTGTGGAAATGGAAC7GGTTCAGACTGCCCA 
CysValAspG 1 nAspTyr I lei leCysGluGluVal I LeG luPhePr oProCysGl yAsnGI yThrGlySerAspCy s P ro 

8650 B660 8670 8630 8690 87C0 8710 8720 

*»»•*•*» 

GTGCTAACTAAACCTCTTACAGATGAATACTTGGAAATTCAACCCCTGAAGAATGGGAGCTATTTGGTTTTATCAAGTAC 
Va 1 Le^ThrLysProLeuThrAspGluTyr-euGluIleGluProLeuLysAsnGlySerTyrLeuVa lLeuSer SerThr 

873C 87C0 9750 8760 8770 8790 879C 880C 

* * * ***** 

TACAGACTGTGGCATACCAGCTTACGTGCCTGTGGTTATAACAGTGAATGACACAATCAGCTGTTTTGATAAACAGTTTA 
Thr AspCy sG ly I 1 ePr o AlaTy rVa 1 Pre Va 1 Va 1 1 1 eThrVa lAsnAspThr I leSerCys PheAspLy sG 1 u?he 

8810 8820 883 0 8840 8850 8860 8870 8880 

******** 

AAAGGCCACTTAAACAGGAACTAAGAGTAACAAAATATGCACCATCTGTTCCTCAATTGGAACTAAGAGTTCCTCGGCTA 
LysArgProLeuLysGlr.GluLeoArgVa IThr LysTyr Al aProSerVal ProG InLeuG 1 uLeuAr gVa lPrcArgLeu 

8890 8900 89 10 8920 8930 8940 8950 896 0 

* * * ***** 

ACAAGCTTGATTGCAAAAATAAAAGGAATTCAAATAGAAATCACTAGCAGCTGGGAAACTATAAAAGAGCAAGTTGCAAG 
Thr Ser Leu I 1 eA 1 aLy s I leLy sG ly 1 1 eG 1 nl leGluI IeThrSerSerTrpGluThr I leLy sG 1 uG lr.Va 1 AiaAr g 

a 9~0 R980 8990 9000 9010 9C20 9C30 9040 

* * * ***** 

AGCTAAGGCAGAGCTTCTACGCTTGGACCTTCACGAAGGAGAC7ATCCAGAGTGGCTGCAGCTCC7TGGAGAAGCAACTA 
Ala Ly s A 1 aG 1 LiLeuLeiiAr gLeuAspLeuH i sG 1 uG lyAspTy r ProG 1 uTrpLeuG InLeuLeuG lyG 1 llA 1 a Thr 



2559 
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qn^r 9 CSC 9090 9 100 9110 Q 1^C 

_ a . rr . r ^ rr , vA ^^ T r- CAAC T-CGTTTCTGGAGTAGGTAATTTCATAAAGGACACTGCTGGAGGTATTTTTGGA 

4 - 0 9- 4 f 915C 9160 9170 9180 919C 9200 

9213 9223 9220 ^240 925C 9263 92-0 9280 

GA7CAT AGG ATGGCTGCAAAATACCCGGAAGAAGGACCAATAACTGAGGGGGTTGAAG.AAGATTTTAACTCTCACTCCAC 
- 1 P t • eGlyTrpLeuGlrAsr'iirArgLysLysAspGln* * * 

"orfl" M.tAUAlaLvsTyrProCl.GluGlyProlleThrGluGlyValGL.GLuAspPheAsr.SeiMs.er.hr 

5 - : 90 9310 93 1C 93 20 93 3C 9 343 9 35C 9350 

__,, G ... TGGA ^.^ A ^^ T rAGGTAATAAAGAAGAACCTT TGATTT CTT7AGCCCTTTTGTCTATGC ACACC AGT AAAA 
^^GlyLeJAspLeuThr-erGlyAsnLysGluGluProLeuIIeSerLeuAlaLeuLe.SerMecH.sThrSerLys 

9 j30 9390 5433 941C 9423 9430 9440 



Ser 1 



9 j 7 C 



^ Tf -^^.^ T ^ GA ~ AAGGSA -C^rTTTTTTGTAAAAATA— ATCCTTTGGAGGGAAGCAAAAGT^GTATTA7ATATGCAAC 

Th r Va":^TrV:ieArgA S p^^ 

^9 9 . 6 r 94-C 9490 949C 95CC 951C 9520 

<"AA — ^^ A ^ AA _^GG7\-\~Tr^TGAA-^GTGGATATATAGTTCTCAATACTAAAT ATTATCT AT ATG AGAAAGG AC'JT ATTGA 
GlnC^HLsLysGlylleProGluSerGly^yrlleValLeuAsnThrLysTyrTYrl-euTyrGluLysGlyProIieGlu 

9^0 95-43 9553 9-60 9570 95BC 9590 9630 

'~AC" f "^^A"CAAAGG^C~AACTCTT ATGAGAAGGCATGTGCAAAATTCCCCTTGTT^CCTGAAC AGTCGGAAAGAA * CCG 
Th^GlyThr-ysGlyLeuThr^uMetArgArqHisValGlrAsnSerProCy 

.^-^ a fc — 9630 9640 9650 9650 9670 968C 

- j *; 

^^ f H---r'--.\AGACGGATrCTArTGGTCCTGCAACATC'?TATAGCCTATGCCGAAGCGAC^ATC.AAGAAGCGGGATGTTGC 
^TK^^'roLysrhrAspProrhrArqProAUThrSerTVrSerLeuCysArqSerAEpTyrGlnGluAlaGr 

^ 90 5-7-;-, 97 1 0 97 20 97 30 97 4 C 97 50 976 J 

rfCiC'-ACTCC—CrAATT^TGAGTCCGTATGTAATGGCTTGGGACAACCCTCAGAACGTGGTCACACG.CTGG^AATC 
: n rhr?r o5crA S n^r'j:u3erVa:Cy 5 AsnG:yLeuGlyG:nPrcSerCiuArgG:yf-:isThrSerGlyGlu£ e r 

orf2 MecAlaTirpAspAsr.ProG InAsr.'v'alVa IThrArqLeuVai Asr. 

-v^o 976 1 9793 9800 9810 9820 9B3 0 9840 

-GGG^GAACTCA-GGAAGAAGTATCTTTTGTCTCCTGCTTGGAAG^ATTGTGGGGAGAGGGATTTGACTATGCTAACTAGA 
* G > J .-" .^Th-Me^.I -.GluValSerPheValSerTrpLeuGluGlyLeuTrpGlyGluGlyPheAspTyrAlaAsn- * * 
LeuG^ r ••V:aProTrpLysLy5Ty^LeuLeuSerProGlyTrpLysAspCysGlyGl•^ArlAspL e uTnryetLeu:hrArg 

>ev0 3*7 0 9B9 0 98 90 990 3 991 0 992 3 

■-AA — ■ TGGTA-GACGAA7AGGCGTGGTACAAGTCGCCGTTACAACTATTGAAACCTATG TGTTAATCTGTAGTCGGCC 
e^LeuValProGlylleGlyLeuVal^^ 

. 3 q, 0 q 94 -: QQ5C 9960 9S7C 9930 999 0 10CC0 

atgtattacaggttctagaaccgacccagattgtgatcctttgttctgtaaac:tgttatgttggaaac.aaaatatal-aag 

cC-s: ItirV.rGlyiJerArgThrAspPrcAspCysAspProLeuPheCYsLysLeuLeuCYsTrpLysGl.'^ori: LeGlr. 

• c -C033 10040 10053 1C3G3 130—' 1 C 0 9 0 

Ar r """A' - AGAA^nTAAr ~T AGAAAATTGGTGTCTATAT AGCCTTG ACC CTGAACATGATCCCCTT7GGGATCC AAAAATA 
AspPr ,AtvG:..:ysAsnL?yj:uAsr.:rpCysLe J TyrSerLc^spPrcG:uH:sAspI'ro^TrpA SP FrcLys:le 

LC12C 10133 10143 13153 1C:63 



1 3 3 9 C 



i ■ ■ n 
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Feline spumavirus sequence 



ACTG-TCGTAGACATAGAAATCTTTTACCCTATTGTA'rGAGACCTTTTCTCATCTGGATGAATTATATTTCTCATAATCC 
ThrValArgAirgHisArgAsnLeuLeuProTyrCysMetArgProPheLeuIleTrpMetAsnTyrlleSerHisAsnPro 

10170 10180 10190 10200 10210 10220 1C230 1024C 

^CTTACACAGCAGTGTATTATGATCAAAACTTTGAATATXSCTTTGGAGAGCACAAGCCGATGATCCAAGTGATGTTGCTT 
LeuThrGlnGlnCysr : e Me tMetLysThr LeuAsnMet LeuTrpAxgAlaGlnAlaAspAspProSerAspValAla 

10250 10250 10270 10280 10290 103C0 10310 10320 

+ . * PPT 

CCCTGCATCCCAGAGTCAAACTTTTTAAGGCATCTCATTT^ 
SerLeuHisProArgValLysValPheLysAlaSerHisPheAspIlePheGlySerAlaSerGlyAsriArgGluGluArg 



10330 



10340 10350 10360 10370 10380 10390 104C0 



* » - 

qtgtcatg<k;ccaaagagaattctcacagaggagaatactctctgctgccatctagtgacgatgaggaagaagaaatgtc 

ValSerTrpAlaLysGluAsnSerHisArgGlyGluTyrSerLeuLeuProSerSerAspAspGluGluGluGluMetSer 

10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480 

* 

•agaaagagaggaattattgtgccatataaatcagtgtcaacaaaagctcttttatcccggagggaccactgatgtccttg 

GIuArgGluGluLeuLeuCYsHisIleAsnGlnCysGlnGlnLysLeuPheTyrProGlyGlyThrThrAspValLeu 

10490 10500 10510 10520 10530 10540 10550 10560 

GAATGGAGAGCAATAATTGGCTTACTAAATTTGGTAT^AACAAA 
GlyMetGluSerAsnAsnTrpLeuThrLysPheGlylleAsnLysPheProLysGlyThrLysVallleLeuProAspGly 



10 5 7 0 



10580 10590 10600 10610 10620 1C630 10640 



AGAAAATTTATAGCCTGTGATCCTGAATTAAAACCATCATTGCAGGAGCTAAAGTTCTTGGATAGGGCAACATCTGAGTC 
ArgLysPhel leAlaCysAspProGluLeuLysProSerLeuGlnGluLeuLysPheLeuAspArgAlaThrSerGiuSer 

10650 1C66C 1C670 10680 10690 10700 1071C 10720 

»••*•*** 
ATCTGACTCTGAATAGAAAGCCCGAATTTACCTGGATTGTGCAACTTTGTCCGAGGTGGCAGAGTGGTTATGTATC7GTC 

serAspSerGlu * * • 

10730 10740 10750 1076C 1077C 1078C 10790 1C900 

ATACTCGGGGAAAGTTTTGCCTTTACATGTTCAAGACATATAAAGGGTAGAAAAATATATTCCTGACTAAACTTCCTGGG 

1C810 10820 10330 L0840 1085C 10860 10870 10880 

..**•*** 
GACTAGAGGTGTGGAAACTTTGCTGCCTCTGCTTCTCGGGAAGTTTTTGGTTCGAATCCTCTTTTAGGTACTTAGTTAAG 

10890 10900 10910 10920 10930 10940 10950 10960 

* »»*•* 

ATAAGTAGTGAATAAATTACTCTCGTTCATGTATTCATATCGAAACCATGTATTCTTTAGTCATTTAGATACTTAGGGTA 

1097C 1C980 1C990 11000 11010 11020 11330 11040 

, * * • 

TGAGAAAAGAAACTGTAATGGTAACTATCAATGTTAGTAAACAAAGTATAGCTTAATCATCTGA7GATGTCACGAGAAGA 

11050 11060 11070 11C80 11090 11100 11110 11120 

GGACCTAGAAGAGAAGAACAACTTTCGGCATGTAACAGAGCGGGAGCTTGGTGTAGGAGCTAAGTCACCGTCTTACATCT 

11130 11140 11150 11160 11170 1118C 11190 112 00 

AGAGCCTACTCTTCTTGAACTGTTCGAATCCTATTTTTGGAACTCTTACATCACCTTTAAGAGACTGAAAAACGTGACTC 

11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270 11280 

*•••*•** 
GTACACAGGAAGCTCCTTTAGGCTAGAGGAAATGTTCTAATCTCCTATCTTAAAGGGTTGCT'TCATTTAAGGT^CGAAAC 

11290 113C0 11310 11320 11330 11340 11350 1136C 
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T^T^TACTGAAAGTAGATTTrcCATAACTTTAAACTTTTAGTTGTATGTTTCTGATATTAGCAGrrATATAAAAGOGCTAT 

ii3~e ::330 U39C 114C0 11410 U42C ii44D 

' 'GT AG ATT GTACGG GAG CTCCT CTC AC AG AC7TGGCTGCGTCCAGGGTG AG ATTG AG ACT CTCCAGCT TGGGTAAGATTT 

'- 1 -i ^ C 11-16 3 1147C 11490 1149a 115 0 0 1 1 5 1 C 11523 

poly A* 

TGATATGTATTCTCCTTGAATATTTTTGCCTTGCTCAAAGATCA AATAAA TTGr,A""-"Tr-~" 
1 1 b I 3 1 1 5 4 C 



'ACTCAATTG 



AAGCTTC 
11600 



115 4 C 1155 0 11560 1157 0 1159 0 1159C 

* * * • • * . 

ATATAATTATATTATTGTCTGAAGCCAGAACTCACATGAGTGGTGTTTCTCTATTCCTGGGGAAAAGTGTTCTTCTATTT 

116 1 j 1162C 11630 11640 11650 

* • » • • 

G AAAG7GTTAGAGCTACTAAATG AAGG AC7AACCTATCCCAGGTATAGGCCGCGACA 

Fig. 2 Cc-id ete -uceotide sequence cf FeP/ praviral DNA The sequence stars at the- 5 e^d o f t^e 5 -LTR i posit cn ' ) and 
ends at :h e 3 e"d of the 3 -lTR position " * 6 5 7 1 The TATA box is show- n Do id arc 'he peine' O'-a^g sue : p 3Si 
pc >pu- tract PD T) a^d oo vadeny iat.cn s.gnal |po y(A}i are unden nec 
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0 029 
»■- .i i 



1000 



FeFV-RJV 



FeFV F-17 



969 



1000 



SFV-1 1 

- SFV-3 
SFV-1 



627 



SFVg 



667 



rL 



1000 



SFV-6 

SFVcpz 
- HFV 



Fig. 4 fmy'ogery of h^man. primate and 
feline 'oamy virus based or the LTR R/U5 
region Sequences were aligned using 
CLUSTAL W (version i 6. EMBL) 
(Thomosor et c! , 1994), and trees 
constructed from 1 000 sets of 
bootstrapped data by the neighbour- 
joming method of Sa.tou & Ne> ( 1 987). 
Numbers at each node indicate the 
number o f times the groups to the right 
of that node occur'ed among i OOO trees 
The bar represents :he mean -umoer of 
differences per site 



obtained using the other sequences were similar (data not 
shown; although there were fewer sequences available for 
com Dan son 



his work uas supported by J proec; grant from the Wellcome Trust. 
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Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Status anzugeben. Der in diesem Feid in der 
Anschrifi angegebene Slaal ist der Staat des Siiz.es oder Wohnsitzes des Anmeiders. sofern naehstehend kein 
Slant des Sitz.es oder Wohnsitzes an^egeben ist.) 

FLOWER, Robert 

Royal North Shore Hospital 

Gore Hill NSW 2065 

AU 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

I I nur Erfinder tWird dieses Kasichen 

I 1 angekreuzt. so w/iJ die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig. 1 


Staatsansehoriakeii (Staat): 
AU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AU 


Diese Person isl Anmelder i 1 a || e Bestim- 1 ] alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 1 nur die Vereinigten j 1 die im Zusatzt'eld 

fur folgende Staaten: j | mungsstaaten | J der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amenka | | angegebenen Staaten 


Name und Anschnft: f Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstiindige amtliche Bezeichniing. 
Bet der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Statu s anzitgeben. Der in diesem Feid in der 
Anschrifi an°e%ebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmeiders. sofern naehstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes ant>e$eben ist.) 

WINKLER, Ingrid 
167 Stephen Terrace 
Walkerville SA 5081 

AU 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

[ ^ [ Anmelder und Erfinder 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses Kasichen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

AU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AU 


Diese Person ist Anmelder i 1 ; ,|) e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten nut Ausnahme 1 ] nur die Vereinigten 1 1 die im Zusat/feld 

Cur folgende Staaten: \ 1 mungsstaaten | | der Vereinigten "Staaten vim Amenka \ 1 Staaten \ on Amenka | I angegebenen Staaten 


Name und Anschnft: i Familienname, Vorname: bet juristischen Personen voilstandige amtliche Bezeichnung. 
Bet der Anschnft siiui die Postleitzahl und der Name des Staat s anzuaeben. Der in diesem Feid in der 
Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitz.es des Anmeiders. sofern naehstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsttz.es ange^eben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

( I nur Erfinder iWtrd dieses Kdstclten 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

An^aben nicht ndtig. J 


Staatsangehongkeit ( Staat ): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person 1st Anmelder | ( a ]i e Bestim- 1 [ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme [ 1 nur die Vereinigten I 1 die im Zusat/teld 

fur folgende Staaten: | (mungsstaaten | j der Vereinigten Staaten von Amenka j J Staaten von Amenka | | angegebenen Staaten 


| J Wei t ere Anmelder und/oder iwettere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Hormblatt PCT/RO/101 I Fortsetzuntisblatt ) < Juli 1998; Nachdntck Juli 1999) Siehc Anmerkungen zu dwsctn A/itragsformulai 



# 



I 



I 



j 




Feld Nr. V BESTIMMUNG \ 



1 4^^Tnsaii 



Blatt Nr. 



A TEN 




aiz J werden liierniil vorgenommen tbiitc die entspreehenden Ktistchen unkreuzen; weingsiens em Kdsiehen 



Die tokt-'iiden Bestimmungen nueh Rc^el 
muj$ ti/i'jekreuzj werden): 

Regionales Patent 

ARIPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia, KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi, SI) Sudan. SL Sierra Leone, 
SZ Swasiland. UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des Harare- Protokol Is und des PCT ist 
Eurasisehes Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan. KZ Kasaehstan. MI) Republik 
Moldau. RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CV Zypern. 
DE Deutsehland, DK Dane mark, ES Spanien, FI Finn land. FRFrankreich. GB Vereinigtes Konigreich. GRGnechenland. 
IE I r land, IT Italien. LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder w eitere Staat. 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentiibereinkomniens und des PCT ist 

OA PI -Pa tent: BE Burkina Faso, BJ Benin. CF Zentralalrikanische Republik. CG Kongo. CI Cote d' I voire, 
CM Kamerun. GA Gabun, GN Guinea, GVV Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, 
TD Tschad, TG Togo und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist ffaliseine andere Schutzrcchisan 

oder ein sonstiges Verfuhren gewiinscht wlrd, bale auf der gepankteten Linie angeben) 

Nationales Patent (fails eine andere Schutzreciusari oder ein sonsriges Verfahren gewiinscht wird, bine aufder yepunkleten Linie anxebem: 



□ 
□ 



AP 
FA 

EP 



□ OA 



□ 


AF 


□ 


AL 


□ 


AM 


□ 


AT 




AU 


□ 


AZ 


□ 


BA 


□ 


BB 


□ 


BG 


□ 


BR 


□ 


BY 


□ 


CA 


□ 


CH 


□ 


CN 


□ 


CU 


□ 


CZ 


□ 


DE 


□ 


DK 


□ 


EE 


□ 


ES 


□ 


FI 


□ 


GB 


n i 




□ 


GF 


□ 


GH 


□ 


GM 


□ 


HR 


□ 


HU 


□ 


ID 


□ 


IL 


□ 


IN 


□ 


IS 




.IP 


□ 


KE 


□ 


KG 


□ 


KP 


□ 


KR 


□ 


KZ 


□ 


LC 


□ 


LK 



Vereinigte Arabisehe Emirate 

Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australien 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

and LI Schweiz und Liechtenstein 

China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutsehland 

Danemark 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 
Grenada 

Georgien 



Ghana 

Gambia 

Kroaticn 

Unearn 

lndonesien 

Israel 

lndien 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



Republik Korea 
Kasaehstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 



□ 
□ 
□ 

n 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



LR Liberia 

ES Lesotho 

LT Litauen 

LU Luxemburg 

LV Lett land 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MVV Malawi 

MX Mexiko 

NO xNorwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumiinien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 

SE Schweden 

SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinime Staaten von Amenka 



UZ 
VN 
YU 
ZA 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslaw ien 
Sudatrika . 
Simbabwe 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten .die dem PCT nach der 
Veroffemlichunti dieses Formblatts bemetreten sind: 



□ 
□ 



Erklarung bzgl. vorsorglichcr Bestimmungen: Zusatzhch zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Rend 4.9 Absatz b audi alle andcren nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimrnunecn. die von dieser Lrklarung ausgenommen sind." Der Anmelder erklart. daC diesc zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung steherTund jede zusatzliche Bestimmung. die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatigt wurde. nach" Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruekgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt (.lurch die Einreichung einer Mitteilung. in tier diesc Bestimmung ungegchen win/, and die Zahlung der Bestunmungs- und 
der Bcsnitigungsgchuhr. Die Bestatigung mu/S heim Amncldcamt mnerhalh tier Frist von / j Monaten eingchen.) 



Fonnblatt PCT/RO/101 (Blati 2)(Juli 1999) 



Siehc Anmerkun\>en zu dicsem Antra^sfoamdar 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 

( Tag/Monat/Jahr ) 


r^oen ze i c he n 
der triiheren Anmeldung 


Isi die friihere An me Id Ling eine: 


nunonale Anmeldung: 

Civil 


regionale Anmeldung:* 


intematiunale Anmeldung 

A n nii^ 1 Hr^'i m t 


Zeile ( 1 ) 

17. Dezember 1998 
(17 1? 


198 58 441.5 


DE 






Zeile <2) 










Zeile (3)- 











Kcld Nr. VI PRIORITATSANf 



mm 



Blatt Nr. 



□ 



Weitere Priont 




Lie he sind ini Zusatzfeld aime^eben. 



Das Anmeldeami wird ersuchi, eine beizlaubi'jte Abschrift der oben in der (den) Zede(n) 



be/eichneten friiheren Anmeldung<en) zu ersteilen und dem internationalen BLiro zu ubermiitein (nttr falls die friihere Anmeldun^i en ) bet 
dem Ami ein^ereichl warden ist(sind). das fiir die Zwecke dieser mtertianonalen Anniehlitni> Anmeldeamt isi) 

■■ Falls es sich hci der fntheren Anmeldung tun eine AR1PO- Anmeldung handed, so muji in dem Zusatzfeld nnndesiens em Staarane-eveben werden. der 
V1iri>liedstaiir der Panser Verbandsiibereinknnjt zuni Schut: ties ^ewerbltehen Eiyentums isi und fiir den die friihere Anmeldung em^ereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



VVahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 

(falls ;uci oder mehr ah r.wci Internationale Reeherehen 
heiiorden fiir die Aitsftthrttni; der internationalen Reeherehe 
zustandii; sind. gebei! Sie die von I linen gewiihite Beluirde an: 
der Zweibttchstaben-Code kann henutrt werdeni: 

ISA, EPA 



Anlrag auf Nutzung der Krgebnisse einer fruheren Recherche; Bezugnahnie auf diese 
friihere Recherche < falls eine friihere Reeherehe bei der internationalen Re eh t j re hen be horde 
beantra^t oder von ihr durehgefiihrt warden tst): 



Datum (Tag/Monat/Juhr) 



Aktenzeiehen 



Slaal (oder re^ioiades A nit) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; E 



Diese Internationale Anmeldung enthalt 
die foleende Anzahl von Blattern: 



Ant rag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil ) 

Anspruche 

Zusammenfassung 

Zeiehnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



14 
2 
1 



28 



NREICHUNGSSPRACHE 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1 . Blatt fiir die Gebuhrenberechnung 

2. Q Gesonderte unterzeiehneie Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht: Aktenzeiehen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Pnoritatsbeleg(e). in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennumnier gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Q Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oderanderem biologischen Material 

8. Protokoll der Nueleotid- und/oder Aminosauresequenzen in coniputerlesbarer Form 

9. Sonstige (einzeln auffuhren): Kop . f . Priobel . / Scheck 



Abbildung der Zeiehnungen, die 

mil der Zusammenfassung 
vcroffcntlichi werden soli (Nr.): 


Sprache, in der die 

inteniationale Anmeldung deutSCh 
eineereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Name jeder unterz.eichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen. und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
cuts dem Ant rag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnct. 



Munchen, den 17. Dezember 1999 
Dr. Andrea Schi^Bler 



1. Datum des latsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeiehnungen 

1 [ einge- 

| 1 gangen : 

1 j nicht ein- 
1 1 ge gangen: 


3. Geiindertes Eingangsdatuin aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeiehnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgereehten Ringangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel M(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehorde TC \ / 
(fails zM't'i oder mehr zustdndtg sind): loA / 


6. 1 1 Ubennittlung des Recherchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung der^Recherchengebuhr autgeschoben 



I..-- Vorn Internationalen Bum auszufullen 

Datum des F.ingangs des Aktenexempiars 
bemi Internationalen BLiro: 



Formblatt PCT/RO/101 ( letztes Blatt ) (Juli 199S; Naehdruek Juli 1999) 



Stehe Anmerkuntien zu dicsem Antragsfonmdai 



